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STUDIES ON THE CHANGE OF PLASMA PROTEINS 
OF HEMATOPORPHYRIN RABBIT. 


By 
MICHISUKE KOMATSU. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. S. Kakiuchzi.) 


(Received for publication, August 24, 1926.) 


I. Iyrropvucrion. 


That hematoporphyrin which is contained normally in 
human and rabbit urine and also found in the integument of 
some lower forms of animal, can act as photosensitiser, 1s an 
interesting fact. Hausmann (1911), who published a number 
of observations on its physiological action concluded that 
hematoporphyrin played a still unknown role in the living 
organism. 

Studies on the photosensitizing action exhibited by hema- 
toporphyrin and allied substances were performed hitherto with 
various biological objects such as paramecia, bacteria, enzymes, 
mice, and rabbits. Meyer-Betz (1913) even dared to inject 
hematoporphyrin into his own veins. 

One of the most marked properties of fluorescent substauces 
is their hemolytic action and was first observed in vitro by 
Sacharoff and Sachs (1905), and Pfeiffer (1905) with eosin, 
fluoresecein, Jodeosin and other fluorescent substances. Haus- 
mann confirmed this fact also with hematoporphyrin in vitro 
(1908) but he failed to find any evidences of hemolysis in the 
blood of the mice which died upon exposure in the light after 
hematoporphyrin treatment (1911). He believed consequently 
that the destruction of red blood corpuscles did not occur in 
vivo. Schanz (1918) found that the colloidal states of the dis- 
solved proteins are considerably affected by exposure of the 
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solution in the presence of hematoporphyrin to sunlight and he 
supposed that the markedly toxic photodynamical action fol- 
lowing the injection of hematoporphyrin on the mice may pos- 
sibly have been induced by an analogous change. 

Although, as stated above, a considerable number of obser- 
vations regarding the biological and symptomatological side of 
hematoporphyrin animal have been reported, there are, curiously 
enough, chemical examinations concerning the changes going 
on within the animal body quite lacking. Recently Ohta 
(1924), observed in this laboratory with rabbits the fact that 
when the animal was injected with a certain amount of hema- 
taporphyrin hydrochlorid after Nencki and exposed to sunlight, 
the amount of hemoglobin and the number of red blood cor- 
puscles were greatly decreased, while the fat and the fibrinogen 
content of the blood were considerably increased. 

It has been known that in various conditions the fibrinogen 
content of the blood is increased, and that in the majority of 
these cases it is accompanied with changes in amount of other 
proteins and the change in the value of albumin- globulin ratio. 
The albumin-globulin ratio is especially liable to variations, 
and this ratio is said to be diminished in the following 
cases; scarlet fever (Shindera 1924), pneumonia, syphilis (Rowe 
1916), cancer (Loebner 1918), tuberculosis (Peters 1220), im- 
munitzing processes: (Seng 1899, Jacoby 1902, Moll 1904), 
injection of certain bacteria, (Miller 1905, Langstein and 
Mayer 1904), starvation (Robertson 1912-13), muscular work 
(Rowe 1917), radiation with chemically active light (Loeper 
1922). 

The present study is undertaken with the purpose of tracing 
the change in the amount of plasma proteins together with 
changes in hemoglobin and blood corpuscles, and of finding 
out, if any, the relations among several observed facts. 
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IJ. THe Marerziat anp tar MeErnop. 


A. Hematoporphyrin. 


The hematoporphyrin hydrochloride was prepared by Nen- 
cki and Zaleski’s method (1900) from oxen hemin, twice 
recrystallized and kept in 10% hydrochloric acid solution. 
Before use the hematoporphyrin was freed from the hydrochloric 
acid solution as much as possible by suction, dried in a desic- 
cator over soda lime and sulphuric acid, and directly before the 
injection was dissolved, as Ohta suggested, in sterilized physio- 
logical saline solution in concentration of one per cent. 


B. Rabbit. 


In all of my investigation albino rabbits weighing about 
2 kilo were used. Several days before the experiment the 
animals were fed every day at noon with a ration consisting 
of Okara and green vegetables in the amounts of one tenth and 
one twentieth of the body weight respectively. 


C. Method. 


Each animal was injected with 0,05 ¢m hematoporphyrin 
per Kilo body weight subcutaneously on its back, and was 
exposed to direct sunlight every day for about 6 hours. On the 
fifth day aftert he injection the number of erythrocytes and the 
hemoglobin content were determined by means of Thoma-Zeiss 
hemocytometer and Authenrieth’s colorimeter with the blood 
taken from auricular vein. The blood for the determination 
of plasma protein was obtained from the carotid artery by use of 
a canula, the coagulation being prevented by the addition of 
potassium oxalate in the concentration of 0,5 per cent. The 
blood was then immediately centrifugalized, and the clear plasma 
pipetted off and analyzed. 

The distribution of the plasma proteins was determined as 
follows: 

Total nitrogen. By Kjeldahl’s method. 
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Fibrinogen nitrogen. Ry Cullen and Van Slyke’s 
method (1920). 

Coagulable protein nitrogen. A certain amount of plasma 
was coagulated as usual by heating it with the addition of a 
definite amount of acetic acid and sodium chloride, and the 
coagulum washed and kjeldahlized. 

Albumin nitrogen. The fibrinogen and the globulin of the 
plasma were removed by means of Hammarsten’s magnesium 
sulphate method (1884), and the albumin in its filtrate was 
coagulated and analyzed as above mentioned. 


Globulin nitrogen=Coagulable protein nitrogen — fibrin 
nitrogen+albumin nitrogen) 

Residual nitrogen=Total nitrogen — coagulable protein 
nitrogen. 


Ill. THE RESULTS OF THE EXPERIMENT. 


7 rabbits were taken as control animals and their values 
of hemoglobin content, number of erythrocytes, amount of total, 
coagulable protein, albumin, globulin, fibriongen and residual 
nitrogen were determined. 

On the other hand 6 rabbits, injected with hematoporphyrin 
and exposed to sunlight, were used for the determination. 

The results obtained from both of these determinations are 
shown in the table I and II. 

As will be seen in the tables, the blood fibrinogen content 
of the hematoporphyrin rabbits is increased far more than that 
of the control, though the decrease of the number of erythrocytes 
and hemoglobin content is slight in degree in comparison with 
Ohta’s finding. The average value of albumin-globulin ratio 
of the hematoporphyrin rabbits is 1,7, while it is 2,9 in control 
animals. The absolute amount of globulin is also increased, 
whereas the amount of albumin decreases. 


5 


8695°0 
L¥8¥°0 
F88"0 
Gv8S"0 
8¢25°0 
¢g989°0 
9STS°0 
FrOS"0 


"US 


vuuseyd 
*09 OOL 
aod *N 

jessecuatelang 


wv 6G ¢120°0 | T890°0 | 006°0 
q 
'S L's 98800 | sgc0°O | OLST"O 
& CF sz¢0'0 | o9¢0°0 | FOeT‘O 
3 0°s 96800 | TF80°O | Z¥F6I‘O 
5 LS ZI10'0 +| 6620°0 | 2¢12°0 
3 
ate 9% cz0'0 | L¢20°0 | 869z"0 
"a oS TZE0°0 | 66L0°0 | ¢¢3s'0 
v $3 Ost0'°0 =| 9FS0'0 | 9LI3°0 
ee . "us "us "tS 
S 
me 
oS 

ome vusv[d | vursvid | vuseyd 
= aaynqois| 22,001 | 9 001 | “9° 00t 
Le) <arumngry tad *N red ted *N 
A 3 [enpisxy |*N UNGIy| UTNGQoTH 
e) 
op) 
{ed) 
oe 
OS 
a} 
~~ 
TD 


“AIBA [VULION, 


IT AHTavVi 


TIS8"0 98¢8°0 89 9°96 F403 a8 vIOAV 
6+69°0 G8SL"0 8°9 O700L | Leros| 2 II/23 
SFLL°0 9Z18°0 Got 616 | Loss|. 9 TI/93 
0898°0 9968°0 CL SIL | SOL6L | & IL/¥3 
F1L8°0 9388'0 6°9 9°38 | LOFSL| F II/13 
BECO SLFO'T 6°S 198 | SGZ8l] & Tr/03 
OFTIS"0 1T&8°0 89 LL0T | LOPES] & T/T 
9921°0 9162°0 9 36 | SOSSE| TT TI/8T 
leeks) US ‘uoT[ IU | % “Uls 
‘cursed vurseyd | suru 10d 
22 001 404) «99 991 | saxdoorqy qqsieu | we | czor 
N vei rod -k1a jo | CH | kpog | OF | eq 
vee a "N [BIOL | Toquanyy es 


M. Komatsu 


a ee ee 


pel ¢T¢0°0 6Sl'0 SEFS"O S0IF*0 F082°0 SFS&8"0 v9 6°16 GG0% OS BIOAV 
LT IFF0°0 LIE1‘0 8&FS"0 SOTF’0 0982°0 T0&8°0 LL SSIL | Loess 9 TII/91 
CT OFS0°0 TFS00 G086°0 6°6F°0 6098"0 GFI6°0 V9 68 SSF0G g TIT/€1 
3 e LT§T0 = LOSh"O = IF¥F8"0 0°9 G°96 LOIS 4 TII/&1 
vad LL¥O"O LISL'0 6896°0 6696°0 6F92"0 9618"0 SL 2°66 SGZ6L & TI/11 
= 7 - a = a 8°g $18 | SOs} & | INM/or 
oS 6090°0 LOLL0 LL81°0 6LLF'0 GOIL°0 9022°0 BG eee, L098 iL 11/8 
“us “US “us “us Geeks “us Locovangauer y “US 
ones euuseyd | vused | vuserd | vuusrid oy ee vuisey[d ee = 
: 99 OOLT | “99 OOT | *99 OOT |} °59 0OT *99 OOT qysTom 2 C661 
calles Jod NI rod ted tod NI ee aod ON a fpog os 18 

“TAL | renprsay | NX unr | wynqory | uramary nde | N TOL cae Es 


“uorpolur oy} teze skep G udyr7 poorq “aIqqea urlfyditodoyvuepy 


‘Il ATaVE 


Studies on the Change of Plasma Proteins. 7 


IV. THE DAILY CHANGES IN THE BILOOD OF 
HEMATOPORPHYRIN RABBITS. 


By the above experiment I have been assured that, when 
a rabbit is injected with a certain amount of hematoporphyrin 
and exposed to sunlight, it manifests a definite change in its 
blood composition, the globulin content being notably increased, 
while the albumin decreases in amonnt. The result obtained 
by Ohta (1925) in following daily changes shows that the increase 
of the fibrinogen is the most manifest in the first days after 
the injection of hematoporphyrin, and that it returns to its 
normal value only by degrees. Does the increase of globulin 
fraction go parallel with that of fibrinogen and is there any 
relation whatever between the amount of globulin and fibrinogen? 
To get some idea about these points the amount of globulin 
and fibrinogen were followed up every day or every two days 
and the mode of variations were compared. Tor this purpose 
the albino rabbits employed were all of medium size (2 Kilo 
or thereabout), and were fed the same as in previous experiment. 
The number of erythrocytes, hemoglobin content, and_total-, 
fibrinogen-, albumin-, globulin-, and residual-nitrogen content 
were also determined, and in this time for the determination 
of plasma proteins Ho we’s micromethod (1921) was introduced. 
This plasma analysis required at least 5 cc. of blood. The 
blood was gently dropped into a calibrated bottle, containing the 
necessary amount of potassium oxalate from the auricular 
vein of the rabbits, and the clear plasma was obtained by means 
of electric centrifuge. The blood analysis before the hema- 
toporphyrin injection has been undertaken as control for each 
of the rabbits, and then, on every succeeding day the analysis 
was repeated until the blood findings return to their normal 
value, for which generally three to four weeks or more were 
needed. The effect of the successive daily bleedings of 5 cc. of 
blood upon the blood compositions was also studied with two 
normal rabbits. I have also determined the approximate value 
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of urobilin in the urine of the hematoporphyrin and the normal 
rabbit by Marcussen and Hansen’s method (1918) The con- 
tent of the urine creatinine was determined by Folin’s method 
(1914). The results obtained were shown below in the table 
(Table III and IV.), and the relation of the number of eryth- 
rocytes, the amount of hemoglobin and fibrinogen content, the 
albumin-globulin ratio, and the urobilin factor of the hema- 
toporphyrin rabbits are indicated below graphically. 

As will be seen from the table IIT, we can be assured that the 
blood components are hardly affected in normal rabbits by the 
successive daily bleeding of 5cc. of blood,—especially the albu- 
min-globulin-r.atio remains quite constant. On the contrary, 
in the hematoporphyrin rabbits the daily study reveals the fact 
that the globulin content increases gradually with certain paral- 
lelism to the degree of the anemia, and when the anemia reaches 
the maximum the albumin globulin-ratio attains its minium. 
This albumin globulin-ratio was restorted gradually with the 
recovery of the anemia in the course of four weeks or more. 
The fibrinogen content of the blood increases quite rapidly in 
case of acute symptom, while the increase is not so evident 
(Hematoporphyrin rabbit No. 3), when the phenomena occurs 
subacutely. 

As stated above, the decrease of the number of erythrocytes 
and hemoglobin content of the hematoporphyrin rabbit in my 
experiment were slight in degree, when compared with those 
of Ohta’s findings. The above tables, however, show very 
clearly the fact that the blood of the hematoporphyrin rabbit 
is intensively anemic, and the degree of anemia goes parallel 
with the increased urobilin content of the urine. 


SUMMARY. 


1. The ratio of albumin to globulin in the blood of a hema- 
toporphyrin rabbit exposed to the sunlight is considerably di- 
minished. The absolute amount of the globulin content is 
markedly increased, while the albumin content decreased. 
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2. The rise in the globulin content of the hematoporphyrin 


rabbits occurs as a whole parallel to the degree of anemia. It 
remains, however, still undecided whether the globulin originates 
from the destruction of erythrocytes or from other substances. 
The true mechanism of the globulin increase, therefore, has to 
be explained by further study. 


3. The amount of the urobilin content of the urine of the 


hematoporphyrin rabbit is notably increased. 


The writer wishes to thank Prof. S. Kakiuchi for advice 


throughout the course of the investigation. 
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TABLE IV. 


(A) 


Hematoporphyrin rabbit No. 1 & 


b ° 
B |eez 
SS] o Bee 
ABS] #8’q) 7 
ai Sy nD 
R o 
hour We 
il 100.0 
2 3 86.1 
3 1 86.1 
4 3 ize 
5 2 66.0 
6 3 64.6 
ih 3 64.0 
8 3 59.0 
9 |cloudy| 56.2 
10 3 57.6 
ati s 60.5 
12 3 48.6 
13 3 46.5 
14 3 36.8 
15 o 50.7 
16 3 54.8 
17 | rainy| 61.8 
18 3 64.6 
19 |rainy| 68.7 
20 3 64.6 
21 3 71.5 
22 3 75.0 
23 3 79.2 
24 3 19.2 
25 3 79.2 
26 3 74.3 
27 3 74.3 
28 | rainy] 74.3 
29 | rainy| 74.3 
30 3 73.6 
31 3 eal 
32 3 74.8 
33 3 71.5 
34 
30 
36 70.1 


30/VIII. Hematoporphyrin injected. 
: 3 os os oS B 
Baal So | 28 | 22 | 82 lce1..| 2 
S3s| 8a@)24¢)| 2 | ee leealaa | & 
ts) Ba & et grat | eee | Vis S| arson te 
cS Ae, ade | - ce B/l/SS&| 85-5 qi 

HSe é = =e is no B] 2.08 ool 
Shel @s | 8s | 28} a8 | ees serl B 
Be SS | 25|/85] 85/88/53" | 3 
eo a leet |) ae een iS 
mil- 

lion. | gm. Tee | letaaors |) Gator: |) aver 

7.4 | 0.9081 | 0.4849 | 0.2967 | 0.0733 | 0.0482| 1.6 4.5 

6.4 | 0.8849 | 0.4748 | 0.2880 | 0.0777 | 0.0475} 1.7 

6.5 | 0.8171 | 0.3841 | 0.3083 | 0.0840 | 0.0407} 1.2 1.4 

4.0 | 0.8557 | 0.3635 | 0.3287 | 0.1411 | 0.0224] 1.1 1°2 

4.4 | 0.8171 | 0.3546 | 0.8231 | 0.11386 ]0.0259} 1.1 

3.9 | 0.8131 | 0.38175 | 0.3581 | 0.1028 | 0.0352} 0.9 | 16.9 

3.9 | 0.8490 | 0.3259 | 0.3850 | 0.0974] 0.0407] 0.8 | 48.8 

3.9 | 0.8456 | 0.3180 | 0.3905 | 0.0940 | 0.0426] 0.8 | 15.2 

3.8 | 0.8885 | 0.3240 | 0.3419 | 0.0855 | 0.0371] 0.9 

4.1 | 0.8958 | 0.3442 | 0.4073 | 0.1109 | 0.0334] 0.8 | 14.5 

4.7 | 0.9387 | 0.3323 | 0.4154] 0.1428 | 0.0482] 0.8 

4.0 | 0.9387 | 0.3373 | 0.4422 | 0.1182 |0.0460| 0.8 4.2 

3.7 | 0.9280 | 0.3351 | 0.4462 | 0.0985 | 0.0482] 0.8 

3.2 | 0.9460 | 0.3537 | 0.4406 | 0.1130] 0.0407] 0.8 2.9 

3.8 | 0.8779 | 0.3448 | 0.4295 | 0.0617 | 0.0444] 0.8 

4.1 | 0.8992 | 0.3433 | 0.4381 | 0.0772 | 0.0426] 0.8 3.0 

4.9 |0.8922 | 0.3407 | 0.4422 | 0.0667 | 0.0426] 0.8 

4.9 | 0.8815 | 0.3636 | 0.4140 | 0.0595 | 0.0444} 0.9 4.4 

5.8 |0.8849 | 0.3647 | 0.4241 | 0.0554 | 0.0407] 0.9 

5.8 | 0.8529 | 0.5972 | 0.3646 | 0.0494 | 0.0407} 1.1 

6.3 | 0.8456 | 0.3482 | 0.4107 | 0.0849 | 0.0518} 0.9 Sai 

5.2 | 0.8672 | 0.3907 | 0.3608 | 0.0675 | 0.0482} 1.1 

5.7 | 0.8255 | 0.3665 | 0.3685 | 0.0461 | 0.0444] 1.0 

6.3 | 0.8431 | 0.3823 | 0.3757 | 0.0344 | 0.0407] 1.0 

5.1 | 0.8042 | 0.3730 | 0.3585 | 0.0320 | 0.0407} 1.0 

6.5 | 0.8406 | 0.4033 | 0.3262 | 0.0649 | 0.0462] 1.2 

5.5 | 0.8254 | 0.4051 | 0.3424 | 0.0335 | 0.0444] 1.2 

5.5 | 0.8183 | 0.4170 | 0.3128 | 0.0426 | 0.0444| 1.3 

5.1 | 0.8431 | 0.4246 | 0.3343 | 0.0454 0.0388] 1.3. 

5.0 | 0.8507 | 0.4327 | 0.3391 | 0.0345 | 0.0444] 1.3 

6.1 | 0.8162] 0.4855 | 0.3363 | 0.0519 | 0.0444] 1.3 

5.6 | 0.8434 | 0.4318 | 0.3250 | 0.0385 | 0.0481] 1.3 

5.0 | 0.8406 | 0.4481 | 0.3101 | 0.0319] 0.0555] 1.4 

4.1 | 0.8964] 0.44381 | 0.3396 | 0.0582 | 0.0555| 1.3 
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ON THE CHEMICAL NATURE OF SERUM-GLOBULIN 
WHICH APPEARS IN INCREASED AMOUNT 
IN A HEMATOPORPHYRIN RABBIT. 


By 


MICHISUKE KOMATSU. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Lokyo Imperial University. Director: Prof. S. Kakiuchi.) 


. (Received for publication, August 24, 1926). 


I. Inrropvuctrion. 


In the previous communication (Komatsu 1926) the author 
reported that, when the rabbits were injected with a certain 
amount of hematoporphyrin and exposed to sunlight, the glo- 
bulin content of the blood is increased to a great amount. Conse- 
quently the question arises as to whether the increased globulin is 
chemically the same as the globulin normally present in the 
plasma. 

Moll (1904) found that by warming the slight alkaline 
solution of the erystalized horse blood serumalbumin to 60° a 
globulin-like substance was obtained which agrees with the nor- 
mal euglobulin not only in the solubility in salt solution, but 
also in having the same percentage-composition. Seng (1899) 
who has observed the increase in the globulin content of the 
blood of an animal immunized against diphtheria, has fur- 
ther investigated the chemical and physical properties of the 
immune-globulin with a result that, although the difference 
between the latter and normal globulin is inconsiderable, the 
nitrogen and carbon percentage has arisen, the hydrogen per- 
centage decreased, and the coagulation-temperature and the ro- 
tatory power have increased. Seng’s work was quoted by 
Reyman, (1923-24) who has quite recently adopted the idea 
that the globulin originates from globin. 
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It has been well known that the serum-globulin is chem1- 
cally characterized by a low sulphur content in comparison 
with albumin. Curiously enough, the two Jatter authors 
failed to take this chemical difference into their consideration. 
I have, therefore, undertaken to judge the nature of the 
increased globulin of the blood in the hematoporphyrin rabbit 
from this angle. The result obtained is published in the present 
paper. 


Il. MeErxHop. 


Principle of the method. The ratio of nitrogen to sulphur 
in normal serum-albumin was first determined with the albumin 
purely isolated from the oxalated plasma. The combined sulphur 
content of albumin and globulin was determined then with an 
aliquot part of the normal plasma in one hand, while in the 
other the nitrogen amount in albumin and globulin was deter- 
mined separately in the other portions of the same plasma. 
From the value of the albumin nitrogen the value of the albu- 
min sulphur was calculated, and the combined sulphur value 
with this albumin sulphur value subtracted, gave the amount 
of globulin sulphur. This value of globulin sulphur together 
with the amount of globulin nitrogen determined as above 
allowed the nitrogen-sulphur ratio of normal globulin to be 
calculated. 

As the ratio of nitrogen to sulphur in the normal albumin 
and globulin is now known, and the amount of the albumin 
and globulin nitrogen in the blood plasma of the hematopor- 
phyrin rabbit is easily determinable, we can calculate the sulphur 
value corresponding to the combined nitrogen value in plasma. 
This combined sulphur content of albumin and globulin in a 
hematoporphyrin animal, when compared with the value ob- 
tained by direct determination, enables us to discuss the nature 
of globulin in the hematoporphyrin rabbit. 
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Til. Resvurr. 
A. Sulphur content of normal albumin. 


A number of healthy rabbits which were fed with 10 9% of 
their body weight of ‘“‘ Okara’”’ and 5% of green vegetables, 
were used for this ivestagation. A great amount of the blood 
was taken from the carotid artery of the rabbits by means of 
a canula into a bottle containing the amount of finely powdered 
potassium oxalate necessary to render its final concentration 0.5 
6, and immediately centrifugalized. The clear plasma was 
transferred into another bottle by means of a pipette and used 
for analysis. The oxalated plasma thus obtained was diluted 
with an equal volume of distilled water, to which was added 
sodium sulphate in the concentration of 22.2 per cent (Howe 
1921) to precipitate the fibrinogen and the globulin, and 
filtered. The filtrate was dialyzed in a collodion sack with the 
addition of toluene for several weeks, at first against running 
water and finally against distilled water until the dialysant gave 
no test of sulphate. A certain definite amount of the dialysant, 
containing about 1gm. of albumin, was measured accurately 
into a large beaker, and coagulated in a steam-bath at 100° 
with the addition of acetic acid and sodium chloride. The coa- 
gulum was collected on an ashless filterpaper, washed, transfered 
into a large porcelain crucible, 20 gm of salpeter-mixture added 
and then well mixed. The mixture was perfectly incinerated 
by heating it to whiteness with a benzin-lamp (Patent, No. 80, 
Miyako Shokai, Tokyo). After cooling, the mass was treated 
in the usual way, and its sulphur content was determined 
gravimetrically as barium sulphate. 

The amount of the albumin-nitrogen was determined with 
the same material by Folin’s micromethod (1912). 

The results of three such experiments are briefly given in 
the following table. 
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TABLE I. 


Nitrogen-sulphur ratio of the normal albumin 


Rabbit No. Nes 
1 16%) 15/6: 
% 16 : 1.53 
3 US = TEaB 

Average LiGaeet CO 


B. Sulphur content of normal globulin. 


The oxalated plasma employed for this analysis was obtai- 
ned in the same way as above mentioned. 

Into a 500 cc. volumetric flask 20 cc. of the oxalated plasma 
were introduced, diluted with about 400cc. of 0.85 per cent 
sodium chloride solution, 40 cc. of 2.5 per cent solution of 
calcium chloride added, and finally filled with the physiological 
saline solution to the mark, and well mixed. After the lapse 
of about fifteen minutes the fibrinogen separated out entirely, 
and was filtered through a dry ashless paper into a dry beaker, 
450 cc. of the filtrate was pipetted into a large beaker, and 
coagulated as usual by heating. The coagulum consisting of 
albumin and globulin was ashed as before, and the sulphur 
content in it was determined. 

At the same time, the distribution of the albumin and 
globulin nitrogen of the same oxalated plasma was determined 
by Howe’s micromethod (1921). 

From the value of the sulphur content of the mixture of 
albumin and globulin and the ratio of albumin and globulin 
in the same mixture, the content of sulphur in globulin can be 
easily calculated out. These figures are shown in the following 
table. 

As will be seen from table I and II, the ratio of nitrogen 
to sulphur in the globulin of the blood of the normal rabbit 
is on the average, 16:0.78, while that of the albumin is 16:1.61. 
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C. Sulphur content of the globulin of the blood 
plasma of the hematoporphyrin rabbit. 


Three albino rabbits weighing about 2 kilo were fed as 
before. To each of them a certain amount of hematoporphyrin 
at the rate of 0.05 gm per Kilo dody weight was injected sub- 
cutaneously and then they were placed in a sunny place for 
about 5 hours every-day. On the fifth day after the injection, 
the blood of the rabbits was taken out, and the clear oxalated 
plasma was obtained as usual. The content of albumin, globulin 
and amount of combined sulphur in this plasma were determined. 

By the application of the value of sulphur content in albu- 
min and globulin in the table I and II, the amount of sulphur 
in the mixture of albumin and globulin in the plasma of hemato- 
’ porphyrin rabbit was calculated out which must coincide with 
the found value if the chemical nature of albumin and globulin 
would remain the same as that of the normal rabbit, and both 
these values, calculated and directly determined, were compared. 

As the tables II and JII show, the amount of the combined 
sulphur content of albumin and globulin of the blood in the 
normal rabbits is averaged to be 0.0615 gm per 100 cc. plasma, 
while that of the hematoporphyrin rabbit is 0.0456 @m. when 
directly determined and 0.0496 ¢m. when calculated from the 
amount of albumin and globulin. [It will be at once seen from 
what was described above that the combined sulphur content 
of the albumin and globulin of the blood in the hematoporphyrin 
rabbit is considerably decreased due to the increase of the glo- 
bulin which is poor in sulphur and the decrease of the albumin 
which is rich in sulphur, and that the deviation of the calcu- 
lated value from the experimental one is rather slight, con- 
sidering the complicated method of calculation in which there 
are many sources of error. These facts explicitly tell us that 
the increased blood serum-globulin of the hematoporphyrin 
rabbit agrees in its chemical nature viewed from its sulphur 
content with that of the normal globulin. 


On the Chemical Nature of the increased Serum-Globulin. 25 
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SUMMARY. 


1. Nitrogen-sulphur ratio of normal serum albumin and 
globulin in the blood of rabbits is about 16 : 1.61 and 16 : 0.78 
respectively. 

2. The serum-globulin in the blood of a hematoporphyrin 
rabbit, which is increased by about 50 per cent of the normal 
value, remains the same in its chemical nature, when viewed 
from its sulphur content. 


The writer wishes to thank Professor S. Kakiuchi for his 
advice throughout the course of the investigation. 
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I. InvrrRopvcTION. 


The application of cold storage to various sides of industry 
has been developed quite recently, and it has a very promising 
future especially for the storage of many fresh vegetable, meats, 
and fishes. Surrounded by oceans and seas our fishery has been 
developed during many hundreds of years. The dietary use of 
fishes has been limited, however, to the districts near to the 
sea-shore, owing to the ease with which fish is inclined to 
be decomposed. The cold storage of fishes is therefore welcomed 
by the people and it is certain that it will become a common 
place industry in the near future. 

Under these circumstances it seems to me necessary to ask 
about the change, if any, of fish and its dietary meaning. 

Richardson, Scherubel, Emmett, and Grindley were 
the first to study chemically frozen meat. They were succeeded 
by Pennington, and Wiley (1911), who studied the flesh of 
poultry and game. Then Bottemaine (1913) published the 
first bacteriological] and histological study on frozen fish, leaving 
its first chemical studies to Smith, Perlzweig and Gies (1918). 
The latter froze fresh fluke, Paralithys dentatus, and flounder, 
Pseudopleuronectes americanus, and after storing them for two 
years, found no perceptible autolysis and bacterial decomposition, 
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therefore no decrease in nutritive value attributable to freezing 
and storage. 

Almy, however, studied chemical composition, especially 
the nitrogen distribution, of mackerel (Scomber scombrus) after 
freezing and cold storage for nine months, and found that during 
storage there was in frozen mackerel a slight increase in the 
amount of total nitrogen and coagulable nitrogen in its aqueous 
extracts, but no visible change in the content of ammonia and 
amine nitrogen. 

Clerk and Almy found then in the muscle of two kinds 
of fishes, weakfish (Cynoscion regalis) and bluefish (Pomatomus 
saltatriz) frozen at 5°F. and stored at 15°F., a slow dehydration 
(2.5-3.5 9§ for 8 months) and a slight decrease in water soluble 
coagulable nitrogen and proteose, while there was a slight in- 
crease of ammonia and amine nitrogen. They insist, therefore, 
that the decomposition of muscle protein does not stop entirely 
even in cold storage. 

Later Almy and Field (1922) investigated the effect of 
cold storage under various conditions (air-freezing, brine-freezing, 
eviscerated or uneviscerated, wrapped or unwrapped and glazing) 
on the weight of fish and its muscle, and. on the amount of 
ammonia and amine nitrogen of muscle. They studied also at 
50°-55°F. the autolysis of muscle from these frozen fishes, 
keeping at the same time necessary bacteriological tests. They 
concluded from these investigations, that under any condition, 
there are always, though varied somewhat in degrees according 
to the mode of freezing, a decrease of water and a slight 
increase in ammonia and amine nitrogen observable. The de- 
composition after the thawing of frozen fish is maximal in 
brine-freezing and the muscle is also usually contaminated by 
bacteria. 

Most of the above authors emphasized the fact that there 
was no change in taste during cold storage, even for many 
years. 


Callow reported quite recently, that when cod muscle, kept in 
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cold storage at various temperatures under different conditions, 
was kept at 37° with the addition of toluene to prevent bacterial 
decomposition, it showed no visible difference in the velocity of 
autolysis when compared with the fresh cod muscle, and that 
the increase of the amount of water soluble nitrogen during the 
storage lies always, almost independent of the modes of freezing, 
within one per cent even after storage for one year. 

Interested to find more detailed facts I made some experi- 
ments exercising care in the selecting of material and in the 
method of examination, the result of which I am going to 
report in following paper. 


Il. Marerran anp Mernops. 


1. Material. 


Carp (Carpus cyprinus) was selected as material, as it can 
be gotten in any season and is easy to keep in the laboratory 
for any length of time. It is furthermore a very resistant fish 
and can live over twenty hours in winter outside of water. 


2. Freezing. 


The living carp was brought directly into two kinds of freez- 
ing rooms, one being kept at —1° to —5° and the other at —12° to 
—24°, air frozen unwrapped. At first it jumped several times, 
but within 5 minutes became calm and lived about twenty to 
forty minutes. With half of the body frozen, it still remained 
alive and reacted to stimulus. Ordinarily the whole body 
becomes entirely solid within a few hours. It is then used 
directly for analysis or kept in cold storage for the necessary 
length of time. 


3. Method of analysis. 


The dorsal muscle of the carp was dissected out without 
contamination of bone, skin and blood, freed from connective 
tissue and nerve, then treated promptly to prevent loss in water 
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content and chemical changes. In the frozen carp the whole 
manipulation was carried out while the muscle still remained 
frozen, so that there was no fear of losing the tissue fluid, 
which may be lost easily whenever thawing occurs. The fol- 
lowing determinations were performed. 

A. Water content. 

About 3-5 gm. of sliced muscle were weighed out in a dry 
weighing bottle of known weight, dried at 110° to the constant 
weight, cooled in a desiccator for one hour and weighed. The 
water content was expressed in terms of per cent. 

B. Total nitrogen. 

The total nitrogen was determined by macro-Kjeldahl. 

C. Residual nitrogen. 

About 30gm. of sliced muscle were ground with quartz- 
sand, which was purified with chrom-sulphuric acid and con- 
centrated hydrochloric acid, transferred into a measuring flask 
of 500cce. by means of 300 cc. of distilled water, shaken well but 
avoiding foaming, and after left for 40 minutes, 50 cc. of 10% 
sodium tungstate were then added with shaking, followed by 
the addition of 50cc. of 2/3 N-sulphuric acid under the same 
conditions and filled to the mark with distilled water. After 
the lapse of half an hour the mixture was filtered. 150 cc. of 
the filtrate were used for the determination of nitrogen by macro- 
Kjeldahl. 

D. Creatine and Creatinine. 

As the creatine occupies almost the whole of total creatinine, 
it was expressed in terms of total creatinine. Creatinine was 
determined colorimetrically after Folin (1914), Dubosq’s colori- 
meter being used. 


Ill. Resutrs. 


1. Analyticul difference in muscle with and without the 
washing of blood vessels. 

To find out if there were any differences in the results of 
the analyses of the muscles with and without the washing of 
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blood vessels. An incision was made in the aorta of carps, a 
canule was then inserted to its proximal portion by means of 
which about 150 ce. of physiological saline solution were injected 
under a certain pressure until the fluid streaming out of the 
proximal slit of the aortal incision became almost colourless. 
This was attained within 30 minutes of time and the heart still 
beat 40-50 minutes more quite actively. These bloodless carps, 
still alive, together with unwashed carps, were subjected to 
analysis as I mentioned above. The results are shown in the 
following table. (Table I. (A) & (B)) 


TABLE I. (A) 


Water content, total and residual nitrogen of blood washed 
and unwashed carps. 


a Total nitrogen | Residual nitrogen 
Water MG 0 2 04 2 
(0) 70 
78.12 2.82 O32) 
Blood washed Vie OT Wied 2.71 (2.827 0.31 ; 0.323 
Wess 2.95 0.34 
77.56‘ 2.84 0 es 
Blood unwashed 76.93 - 77.10 2.93 ; 2.880 0.31 eee 
oe 2.87 / 0.34 


As can be seen from the table there is scarcely any dif- 
ference in the amount of total and residual nitrogen, creatine 
and creatinine in the muscles of the blood-washed and _ blood- 
unwashed carps. I have therefore in all of following experi- 
ments, analysed the muscle without a previous washing of the 
blood vessels. 

2. Effect of season, nutrition and body weight on the 
analytical data of muscle. . 

To be aware of the effect, if any, of seasons, nutrition and 
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TABLE I. (B) 


Total and preformed creatinine of blood washed and unwashed carps. 


Total 


Preformed Potal Total 
creatinine creatinine eras creatinine 
in 100¢ in 100g oo per lg 
muscle. mg. | muscle. mg. aS Total-N. mg. 
421 2.80} am 147.0) 
Blood washed 30 } 432 2.38 Leo 2.91 +2.89 meng 
440 2.40) 2.90 é 152.0 
435 | 2.70 2.96 147.0 
Blood unwashed 420} 431 2.31 ae 3.03;2.91 | 138.6/148.3 
438 2.43 2.75 159.3 


body weight on the composition of muscle the analyses were 
performed in the mild May, the hot August and cold January, 
with good and poor nutrition, and with carps as small as 180 
gm. on the one hand and as big as 680gm. on the other. 
Carps in the spawning period were also tested. These analyses 
showed only a minute variation as far as contents of water, 
total and residual nitrogen, creatine and creatinine were con- 
cerned, as will be seen from table II. & III. 

These preliminary tests enabled me to make the experiments 
in any seasons, with any sort of carps, so that the investigation 
became quite simplified. 

3. Influence of freezing on the amount of water, total and 
residual nitrogen of muscle. 

A number of carps were put still alive into freezing rooms, 
one at —1° to —4°, the other at —10° to —18°, for 1, 13 and 30 
days. The analyses of these carps gave results as indicated in 
the following table (Table IV). 

Any noticeable differences could therefore be obtained bet- 
ween fresh carps and those in cold storage. Regardless of the 
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TABLE II. 


Water, total and residual nitrogen of carps in various conditions. 


Water % 


15 May, 1925 


17.32 
fi 
77.01 


Total nitrogen | Residual nitrogen 
% % 
2.83 0.32 
2.75} 2.82 0.33 70.33 
2.89 0.34 


| 
78. ae 2.75 0.31 
20 August, 1925 V9 278. Pa ae 2.81 0.31 low 
78. on 2.90 0.35 
78. a 2.95 0.3 
27 January, 1925 77.02 32 3.01 : 89 0.31 ss 
76.03 2.71 0.34 
77.58 D, 92) 0.3 
Poor nutrition 78.01 | 77.46 2.95 ie sates 
76.79 2.79 0.33) 
76.35 2.95 0.32 
Good nutrition 77.5: obra 76. a 2.83 0.35 | 0.32 
77.04 2.82 0.30 
76.59 2.90 0.3: 
Spawning period 78.03 br 30 2 | 0.3: be 
77.29 2.80 0.31 
78.21 2.98 0.31 
Body weight 180 gm. 76. sal 16 20 oat low 
77.08 2.85 0.32 
76.42 2.89 0.34 
Body weight 680 gm. Ge solr 10 2.71 - 2.86 oazloas 
76.98 2.99) 0.32 
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TABLE MII. 


Total and preformed creatinine of carps in various conditions. 


Total Preformed Total Total 
creatinine creatinine ar ess, creatinine 
in 100¢ in 100g oe per lg 
muscle mg. | muscle mg. | e Total-N. mg. 
497 2.40 2.98 147.3, 
20 May, 1925 Wee sa 2 si 92 141.5}; 147.3 
445) 2.46 156.7 
419 2.90) 146.5 
10 August, 1925 418 ise et 2.65 Sole sla 134, ° 141.1 
428 2.65 3.00 142.7 
434 2.58 2.99 145.1 
27 January, 1926 13 @ fa 20 28 147. ih 
426 2.52 2.90 146.9 
421 2.50 2.92 144.2 
Poor nutrition wh 432 ss ts 2.95 0 147.2 2 7 
440 2.33 2.79 Bye L 
485 2.43 2.95 154.0 
Good nutrition ut 52 272 hes 62.1 bse il 
428 2,48 2.82] 152.2 
421 2.50 2.90 145.2 2) 
Spawning period 1a arf 2 a 151.2} 150.2 
432 2223 2.80 pte 
Poa 428 2.50 2.95 148.4 
ee 438 | 436 | 2.41 Pa 2.85 | 2.88 | 158.7 1.7 
44] 2.30 2.70 
+e - 450 2.65 2.85 158.1 
“Be be - a 2.40 a 2a ao 145. sas, ef 
435 2.47 3.05 142.6) 


} 
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TABLE IY. 


Water content, total and residual nitrogen of frozen carps. 


Temp. Interval, days Water % Total-N. % Residual-N. % 
77.78 2.78 0.31 
79.09 2.75 0.34 
78.18 2.76 0.31 
Control 78.43 \77.63 2.82 \2.856 0.32 \.0.327 
76.28 3,00 0.33 
76.19 3.01 0.32 
77.52 2.87 0.33 
78.90 2.950 0.342) 
1 7.06780 2 22 981 0.356 ‘° 353 
ae 79.36 3.012 0.362 
2.930 ee 
to 13 79. real 60 2.941 oe 0.320 + 0.335 
79.62 2.980 0.339) 
ad 78.39 2.862 oy 
30 80. ool wae 2.858 0.316} 0.344 
79.10 2.901) 0 373) 
80.42 2.759 noon 
1 80. 13 79.91 2 oa 714 0.318 tee 
3 2.762 0.321 
<< 10° 79. 1 76 ov. 
78.74 3.040 0.341 
to 13 80.73 sala 2.75 2 oi} 
2.820 0.327 
—18° 77.00 2,892 0.365 
30 80. os 239 2. se 2.853 0 | 
79.63 2.894 0.360 
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degree of temperature and the length of storage, the water con- 
tent seemed always somewhat increased. 

4. The effect of freezing on the content of creatine and 
creatinine of the muscle. 

Although there was no significant change noticeable in the 
foregoing experiments in the total and residual nitrogen content 
between the fresh fish and fish flesh in cold storage, still it is 
quite possible, that there exists some variation in each of its 
constituents. Inquiry was therefore made into the content of 
total creatinine and preformed creatinine, two main constituents 
of residual nitrogen. Investigating this point seems to me quite 
interesting, because these substances are said to play an im- 
portant role in the physiology of muscle and their mode of trans- 
formation is still obscure. The method remained the same as 
in the foregoing experiments. The analyses were made on Ist, 
7th, 13th, and 30th day of freezing with the following result 
which are shown in the following table. (Table V.) 

We see here a quite significant fact that the amount of 
creatine decreases abruptly on the first day of freezing, the 
decrease amounting up to 13-22 per cent, and then remaining 
unchanged for a long period. The content of preformed crea- 
tinine showed no regular change, sometimes increasing and some- 
times decreasing only in an unsignificant degree. As the table 
shows, the amount of total nitrogen was always determined at 
the same time and the amount of total and preformed creatinine 
was also referred to this total nitrogen. 

5. How soon does the decrease of creatine and creatinine 
content of muscle by freezing occur ? 

In the foregoing experiment we show that the creatine and 
creatinine content of muscle has decreased on the first day of 
freezing and remained almost the same for many days. Inter- 
ested to know how long it takes to cause this decrease in the 
beginning of freezing, I tried to examine the change of the 
creatine and creatinine content at the intervals of 20’, 30’, 1°, 
6" and 24° begininning with the transfer of the carps into 
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TABLE V. 


Total and preformed creatinine of frozen carps. 


Total Preformed Total 
Temp. creatinine creatinin | potal creatinin 
Taterval. days in 100¢ in 100g ee Rote ne 
muscle. mg. muscle. mg. Ohare 
mg. 
419 2.90 2.86 146.5 
418 2.40 B95) (24 134.0 
419 2.65 2.91 144.0 
- 427 1.89 3.001 . 142.3 
oe 440 (429 2.65 [2°49 3.05( 2°96 | 44473149.0 
427 2.40 2.98 143.3 
426 2.47 2.95 144.4 
445, 2.46 2.84 156.7 
410 2.76 2.82 145.4 
1 sos 363 2.58 2.57 Sel 3t 2.96 104.8} 123.9 
351 2.38 2.92 120.2 
ee 361 2.67 2.81 | 128.4 
7 ssifs 76 221 2.30 3.02 52.92 128.3} 128.7 
378 2.03 2.93’ 129.0 
to os = 
354 1.72 2.92 120.8 
1S 2h 365 2°53 [9,99 3.13 3.04 109.6} 120.0 
De 398 2.41 3.08! 129.2 
336 1.61 2.90 115.8 
30 331 17/ teas 196 1.98 3.02 t2 97 105.0} TS? 
345 OO 2.98 115.8 
360 3.12 2.76 | 130.5 
1 309 363 2.98 ts.00 2 2.82) 2 2.80 130.9 f29.7 
359 2.90 2.81 127.8 
a 360 2.46 2.82 127.7 
7 357} 366 2122.99 2. solo, 84 | 123.67128.9 
382 2.01 2.82 135.6 
3 O 
399 | 1e72 2.89 137.0 
13 346 (364 1.96 t1 92 s.00}2 90 112.87 124.7 
350 2.09 2.82 124.2 
—13° 3 
267 | 3.02 2.76 96.2 
30 3638 (336 9.58 (2.74 2.85 {2.92 Veta the 7 
379 2.62 2.86 132.5 
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TABLE 


WHE 


Total and preformed creatinine of cooled carps muscle. 


Total Preformed Total 
Temp. creatinine creatinine Total-N. creatinin 
Interval. in 100¢ in 100¢ % per 1 
muscle. mg. | muscle. mg. Total-N. mg. 
434 ie) 2.982 ae 
Control 428 ; 429 2.54 (2.05 2.896 (2.939 147.6 a 
426 Dene 2.938 144.9 
F fg 2.56 cl 113.2 
20 min. aA aR ra Pe Pe 
in ah eit 2.66 (2.49 2.838 | 2.854 na 5 
338 2.16! 2.767 122.0 
| 4 2.759 : | 
uae pal 2.54 | 2.50 | 116.0 117.5 
335 2.55 2.934 114.3 
291 2.64 2.509 116.0 
ae 50 min. 
ee in. 344 )320 2.01 (2.39 2.749 (2.687 125.1 (118.9 
water | 
324 2.51 2.802 115.7 
A 324 2.95 2.816 115.1 
ee [324 {2.73 2.814 Lis 1 
324 2.50 2.812 115.1 
6} 335 2.04 3 015 107.3 
Pears 338 2.16 [3.08 too.s 
341 2.28 3.050 111.8 
24 336 1.88 3.046 L102 
hours {sax 1.64 2.40 120.9 
in air 346 1.40 2.634 131.5 
an ee en Se RON ee Oe te el 
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the freezing room at the temperature —24°. Nearly all the 
fish died after 30 minutes. One group of carps was frozen in 
the water and examined after 50 minutes. The results are shown 
in the following table. (Table VI). 

As will be seen from the table the decrease of total crea- 
tinine occurred already within 20 minutes after freezing, and 
no further change could be observable in the next 24 hours. 
The change therefore occurred while the fish was still living 
and the same result could be shown in the water frozen group. 


SUMMARY. 


1. By the cold storage of carps, frozen and kept in air 
at —1° to —8° in one group and at —10° to —13° in the other, 
there is almost no noticeable change in the amounts of total 
and residual nitrogen of the muscle. 

2. The creatine content of carp muscle decreases within 
20 minutes after freezing at —24° by 19 per cent. Further 
decrease does not occur at least for two weeks. 


In conclusion I wish to express my cordial thanks to Prof. 
S. Kakiuchi for his kind advice throughout the course of the 
investigation. I am also indebted to Dr. M. Oshima for al- 
lowing me to use his facilities for freezing in this work. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON THE EFFECT OF 
COOLING UPON THE MUSCLE. 


Hl. The Effect of Cooling on the Contents of Creatine and 
Creatinine of the Albino Rat Muscle. 


By 


HIDEO AKATSUKA. 


(From the Biochemical Institute, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, August 27th, 1926). 
I. Istropvucrion. 


In the previous communication (1927) I have reported the 
fact that the creatine content of the muscle of cold frozen 
carp decreases considerably within the first twenty minutes, 
while the fish is still living. What will be the result when the 
cold is applied to the homoiothermal animals, either for a short 
or for a long time? 

Pfliger showed (1878) that the metabolism in a homoio- 
thermal anima] is accelerated in a large extent whenever the 
body temperature of the animal tends to decrease. 

Riesser (1917) reported that the creatine content of the 
muscle of a rabbit, when the animal was immersed in cold water 
and its body temperature had fallen to 30°-28°, was increased 
considerably. This increase was not affected by the application 
of curare, which paralysed the motor nerve, but failed to occur 
when the muscle was placed out of the control of the sympathetic 
nerve by cutting it. He ¢ ncluded therefore that the muscular 
tonus is a very important factor for heat production in the cold. 

Palladin (1919) found then that creatine is excreted in 
urine when rabbits are cooled in cold water at —7°——10° until 
the body temperature of the animal has fallen below 30°. This 
increased excretion of creatine, he thought, is caused by the 
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increased creatine content of the muscle due to the accelerated 
protein decomposition for maintaining body temperature. 

He then determined (1922) the creatine content of the muscle 
of rabbits every two hours, after the animal, which was cooled 
to the same extent as above mentioned, had been brought into 
a chamber at 8°-12°. The creatine content of muscle in this 
case increased gradually, reached its maximum in 12 hours 
after cooling, and then began to decrease to attain its normal 
value after about two days. He suggested therefore, that the 
fall of body temperature induces the increased muscle tonus, 
and this is accompanied by the increased creatine content of 
the muscle, there being a close relation between muscular tonus 
and chemical changes, which call forth the production of mus- 
cular creatine. 

If we compare the results of these authors with mine on 
carps there is a large discrepancy noticeable. Whereas the crea- 
tine content of rabbit muscle increases on the application of cold 
to the animal, the effect of severe cold on carps causes the 
decrease of creatine content in its muscle. This difference, 
however, I think, may only le in the difference of the kind of 
animal—one is homoiothermal while the other poikilothermic, 
If this assumption were true, we could perhaps find a decrease 
of muscle creatine on the application of cold to a homoiothermic 
animal, which is made poikilothermic artificially. It is a well- 
known fact that the body temperature of homoiothermic animals 
falls several degrees below the normal when the animal is 
injected with curare, owing to the inability to produce heat by 
voluntary movement and heat dissipation from the relaxed and 
stretched extremities. This being the case we can make a ho- 
moiothermic animal for a certain extent poikilothermic by the 
injection of the medicament. 

Frank and Voit (1901) and Mansfeld (1915) however 
showed that large doses of curare produce not only the pa- 
ralysis of the voluntary muscles, but also that of the sympathetic 
nerve, which causes the lowering of the blood pressure and the 
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reduction of carbon dioxide production. Although they did not 
study the change of muscle creatine content it might show some 
changes differing according to the amount of curare used. Under 
these circumstances it is quite necessary to see the effect of 
curare on the content of muscle creatine and if this does not 
show so large an effect we may use this medicament to make 
the animal poikilothermic and study the effect of cold on the 
creatine content of muscle of a so treated quasi-poikilothermic 
homoiothermic animal. 

With these considerations in mind I have performed some 
experiments, the results of which I am going to rep rt in this 
communication. 


Il. Mar. rrat & Mernop. 


he ANTasaanerll: 


Albino rats weighing 140-260 gm., mostly male, were fed 
with rice and vegetables for 7-10 days previous to the experi- 
ment, and only healthy ones selected for use. The albino rat 
suits our purpose exceedingly well, as it is easily cooled and 
the creatine content of the muscles of the hind extremities, when 
examined in toto, show only slight individual variations. 


B.- Cooling. 


Six animals were placed in a wooden box with a cover consis- 
ting of wire gauze and the box was put into the freezing room. 
The animal seems immediately to be uneasy and moves about 
actively, but becomes by and by quiet with some quivering 
and before long lies down unmovable. ‘Though ordinarily it 
remains still active after two hours of cooling, it looks quite 
miserable after 6-7 hours, does not react to any stimuli, and 


in time dies. 
C. Method of determination. 
The animal was killed by chloroform, the skin peeled 
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off immediately, the muscles of the hind extremities then 
cut out, and after fatty tissue, bone, connective and nervous 
tissues had been removed as completely as possible, they were 
chopped up quickly and mixed well. With this mixed mass 
of muscle the following determinations were performed. 

1. Creatine. 

Cieatine content was reviewed from ihe determination o¢ 
total creatinine by Folin (1914). 

2. Preformed Creatinine. 

This was determined also according to Folin (1914). 

3. Total nitrogen. 

Total nitrogen was determined by Macro-Kjeldahl me- 
thod every time when the creatine and creatinine contents were 
determined, and the amount of the latter substances was refer- 
red always to this value. 


Ill. Resurts. 


A. Normalamount of creatine and creatinine 
of albino rat muscle. 


It has been shown by previous authors (Meyer and Fine 
(1918), Riesser (1913), Becker (1913), Baumann (1914), 
and Palladin (1914), that while the creatine content of muscle 
differs much according to the species of animal and groups of 
muscles, it is almost constant in the same group of muscles in 
the same species. This was also verified in my experiment and 
the creatine content of the total muscle groups of the hind 
extremities of the albino rat was always constant and showed 
no individual variation as is indicated by table I. 


B.- The effect of cold alone on the creatine 
and creatinine content of albino rat musele. 


1. Application of cold for 2 hours. 


Three groups of albino rats were cooled at —3°, —13°, and —20° 
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respectively for 2 hours and the creatine and creatinine content of 
their muscles was determined and compared with the normal value. 


TABLE I. 


Total and preformed creatinine of normal albino rats. 


Total Preformed Total 

Sex, Body creatinin. creatinine Total-N. creatinin 

weight. gm. in 100 gm. in 50 gm. % per lgm. 

muscle. mg. | muscle. me. Total-N me. 

150 436 2.34 3.750 116.3 
230 424 2.04 3.509 119.1 
170 430 3-12 3.418 125.7 
240 430 2.52 3.023 122.2 
200 457 3°07 3.770 121.2 
150 433 2.25 3.480 124.4 
140 437 2.09 3.492 125.8 
210 412 2.48 3.508 IES) 
190 418 2.32 3.5387 118.0 
Average 431 2.47 3,599 120.8 


TABLE II. 


Total and preformed creatinine of albino rat muscle 
cooled for a short time. 


Total 


Temp. and Total Preformed tal 
duration of creatinine | creat. in Total-N. | creatinine ones 
cooling in 100 gm. 50 gm. % per 1gm, 
hours muscle. mg. | muscle. mg. Total-N mg. 
°C 437 2.65 3.740 116.8 living 
a 436 2.99 3.501 124.6 2 
a 420 2.73 3.492 120.3 Ee 
e 430 2.58 3.489 124.1 _ 
ied 456 2.77 3.695 123.3 . 
in 402 2.80 3.588 112.0 < 
990 459 2.82 3.652 125.7 
ee 457 2.95 3.708 123.2 ad 
= 423 22 3.6385 116.2 re 
Average 436 2.77 3.506 127.0 
Normal value 431 2.47 3.059 120.8 
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As will be seen from the Table II the creatine content of 
muscle is rather increased a little by two hours cooling, although 


there are a few exceptions. 


2. Application of cold for 5-7 hours: 


Four other groups of animals were cooled then, at —3° and 
—14° for 5 hours, at —18° for 7 hours and at —24° for 6 hours 
respectively and the creatine and creatinine amount in the mus- 
cles was determined. 


TABLE III. 


Total and preformed creatinine of albino rat muscle 
cooled for a long time. 


Temp. and Total Preformed Total 
duration creatinine | creat. in Total-N. creatinine Hosarea 
of cooling in 100 gm. 50 gm. % per 1 gm. me 
hours muscle. mg. | muscle. mg Total-N. mg. 
x 402 2.86 3.592 112.0 on life 
—3°C 100 0 0.95 | 9.84 so 37 111.1 | 110.4 
398 9.79 3.519 108.0 just died 
a 399 2.90 32002 110.3 living 
= ie 409 - 399 2.98 ss 3.605 | 3.572 | 116.1 pes just died 
392 3.05 3.528 111.0 : 
a6 373 2.92; 3.582 109.2 just died 
oan ie 255 883 2.72| 2.75 | 3.701) 3.631 4 107.3 5h 
392 2.60! 2.609 108.6 rn 
orG sl 3.10 3.561 103.7) just died 
6 431 +393 3.16 sm a 3.565 | 121.1 es living 
380] 3.01 3.574 106.4 just died 
Average 395 2.92 3.585 110.1 
Normal value 431 2.47 3.559 120.8 


The table shows that the creatine content decreases by a 
certain amount when the cooling is of a long duration. 
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3. Consideration. 


From the result of the two preceding experiments, it is 
evident that cooling of short duration increases the creatine 
content of the muscle in the albino rat, while the latter is de- 
creased by cooling of long duration. The results obtained by 
Riesser and Palladin on rabbit, viz., that the creatine con- 
tent of rabbit muscle increases by cooling, indicate perhaps the 
effect of cooling in only a tolerated grade. 

3. The creatine and creatinine content of the muscle of an 
albino rat paralysed by the injected of curare. 

When an albino rat, weighing about 150-260 gm., was in- 
jected hypodermically with 0.3-0.6 cc. of 0.1% curare solution, 
it became entirely paralysed, its muscles being relaxed so that 
it felt quite soft, but it began to recover from this state of 
paralysis after 40-60 minutes. A little surplus of the dosis of 
the medicament induces the death of animal from the cessation 
of respiration by the paralysis of respiratory muscles. In all 
of following experiments the state of paralysis described as above, 
was always maintained by the repeated application of curare. 

4 groups of albino rats, each consisting of three individuals, 
were paralysed by curare at room temperature (17°-20°) for 5 
6, 7 and 9 hours respectively and the creatine content the of 
the muscle determined. 

As the following table shows, the creatine content of muscle 
is decreased a little by the curarization for 5-6 hours. This 
decrease is not large however and remains within about 8 % 


b) 


of the normal value. 

As already mentioned in the introduction Man sfeld thinks, 
that a great dosis of curare paralyses not only the motor nerves, 
but also the sympathetic nerves. It is hard to decide whether 
or not the decrease of the creatine content of muscle in my 
above case is due to the paralysis of the sympathetic nerve caused 
by curare. At any rate, the degree of decrease remains a fairly 


small amount. 
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TABLE 


LINAS 


Total and preformed creatinine of curarized albino rat muscle. 


A ¢ Total Preformed Total 
Duration o creatinine creat. in Total-N. creatlnine 
pear in 100 gm. 50 gm. % per 1 gm. 
paure muscle. mg. | muscle. mg. total-N mg. 
as 2.39 3.630 aA 
5 406 ; 404 2.41 7 2.35 283.58 113.4 7112.7 
aa 2.30 3.543 113.3) 
416 | Dera 3.968 116.5) 
6 405405 va 2.34 201 3.607 | 111,3}112.4 
395 2.30 3.610 109.4 
892 oe Bail 105.4 
7 snl 2.31 34 3.515| 3.630 113.7 + 106.5 
388 2.28 | 3.654) 100.3) 
373 PPT ) 3.532 105.6 
9 407 + 395 2.29 9.29 208/51 re 112.5 
406 2.30 3.0L3 115.6 
Average 400 BR 3.584 111,5 
Normal value 431 2.47 3.509 120.8 


C. The effect of cooling on the creatine and creati- 
nine contents of the muscle of curarized albino rat. 


As we have seen above, neither mere cooling nor simple 


curarization decreases the creatine content of muscle to a large 
ex ent. It seems to me, therefore, quite interesting to know 
what the result would be if we applied both these factors toge- 
ther on the animal, and compare the r sult with that of the 
carp experiment. 

Several groups of albino rats, each consisting of ma:y ani- 
mals, were curarized in a standard state as mentioned above by 
several repeated injections of the medicament and placed in a 
freezing room at —16° for 6 and 8 hours and at —24° for 6 
hours. It occurred however many times, that the dosis of curare 
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was apt to be more than desired and several animals fell short 


of time. 


required termin were used for the determination. 
are shown in the following table. 


TABLE V. 


All animals still living at or dead just before the 
The results 


Total and preformed creatinin of curarized and cooled albino rat muscle. 


Total Preformed Total 
eae creatinine ee in Total-N. creatinine 
: in. 100 gm. 0 gm. he per 2gm. 
cooling. hours muscle. mg. muscle. meg. : total-N mg. 
. ald 1.95 Se ol 85.1 
By 393 (354 20 oe rate .546 | 109.2799.9 
360) 2.07 3.412 105.3 
310 2.02 3.511 88.3 
E 317 1.94 3.601 88.1 
ay 394}331 1.93 '1.99 | 3.485/3.535 | 112.9}93.6 
306 1.97 3.526 86.7 
326 2.10 3.551 91.8 
a, 2.02 3.623 87.0 
an 356 Vee 15 0 20 469 sa} 
335 2.10 3.275 102.1 
Average 340 2.00 3.517 96.8 
Normal value 431 2.47 3.559 120.8 


The table indicates a very profound decrease of creatine 
content in this case and the resemblance of the result with that 
of the carps is quite significant. 


Consideration. 


It is a well accepted view at present, that the creatine con- 
tent of muscle varies with the state of musclar tonus and the 
latter lies to a large extent under the control of sympathetic 


nerve. 


Many observers have hitherto shown that several me- 


dicaments, which act as a stimulant on the sympathetic nerve, 
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increase the creatine content of muscle, while the latter decreases 
when the sympathetic nerve is destroyed. Now it is a singular 
fact in my experiment that the cooling of muscle decreases the 
creatine content of the muscle of a poikilothermic and poikilo- 
thermized homoiothermic animal, while a homoiothermic animal 
can maintain or rather increases the normal value so long as 
the animal can keep its normal body temperature. Whether 
the cooling acts on the side of the sympathetic nerve or whether 
it acts directly on the muscular cell metabolisms slowing them 
down, it is difficult to say at present. We are at work now to 
elucidate this problem. 


IV. SuMMARY. 


1. The application of cold at —3° to —20° for a short 
period (2 hours) induces a slight increase of musclar creatine 
content, while that a for long period (6 hours) decreases the 
creatine content of muscle by about 8 per cent. 

2. The albino rat with a tolerable degree of paralysis of 
the motor nerve by the injection of curare shows after a dura- 
tion of 6 hours a decrease of about 7% in the creatine content 
of muscle. 

3. The effect of the application of cold for 6 hours on the 
muscular creatine content of a curarized albino rat resembles that 
of the application of cold on the muscular creatine content of 
carp, the degree of decrease amounting up to 22-23% of the 
normal value. 

I wish to express my cordial thanks to Prof. 8. Kakiuchi 
for his kind advice throughout the course of the investigation. 
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UBER DEN EINFLUSS DES INSULINS AUF DIE ZUCKER- 
AUSSCHEIDUNGSSCHWELLE UND SEINE NACH- 
WIRKUNG AUF DIE ZUCKERASSIMILATION. 


Von 


GENICHIRO EDA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universilét zu Tokio.) 


(Eingegangen am 16. September 1926.) 


Von vielen Seiten (Cannon (1924), Iver und Bliss 
(1924), Abe (1924), Lawaczeck (1925)) wird mitgeteilt, dass 
der Adrenalingehalt des Blutes nach Insulingebrauch zunimmt. 
Weil Nakayama (1924) in unserer Klinik feststellte, dass 
Adrenalin die Zuckerausscheidungsschwelle erhéht, so liegt der 
Gedanke nahe, dass die Schwelle nach Insulingebrauch ansteigt. 
Ja, Berghoff (1924) hat in Wirklichkeit schon beobachtet, 
dass einige Wochen lang fortgesetzter Insulingebrauch einen 
auffallenden <Anstieg des Schwellenwertes nach sich zieht, 
welcher nach dem Aussetzen des Mittels tiber Wochen fort- 
besteht. Rosenberg (1923) wie Major und Davis (1925) 
haben auch gefunden, dass der Blutzuckergehalt beim Insulinge- 
brauch trotz freiem Harnzucker hoch liegen kann, obwohl die 
Autoren die Erscheinung nicht mit der Erhéhung des Schwel- 
lenwertes erkliren wollten. Weil wir gewohnlich bei der Behand- 
lung der Zuckerkranken zuerst ihre Zuckerausscheidungs- 
schwelle mit der Toleranz bestimmen, um spiter aus der Starke 
der Glykosurie den Grad der Hyperglykaémie vermuten zu k6én- 
nen, und dann nach dem Harnbefunde die Diditbeschrankung 
resp. Insulinkur ausfiihren, so mtissen wir immer auf alle den 
Schwellenwert beeinflussenden Momente besonders achten, um 
die Behandlung erfolgreich ausfiihren zu kénnen, weil eine 
starke Verinderung der Schwelle bei gleich starker Glykosurie 
einen deutlichen Unterschied der Hyperglykamie nach sich zieht, 
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welcher den Erfulg der Behandlung stark beeinflusst. Ausserdem 
sei hier noch erwihnt, dass alle bis jetzt in unserer Klinik 
ausgefiihrten Arbeiten darauf hindeuten, dass die Erhéhung 
des Schwellenwertes mit der Herabsetzung der Zuckerassimila- 
tionskraft parallel geht. Nun hat uns die Frage interessiert, 
welche Nachwirkung Insulin auf die Zuckerassimilation austibt. 
Aus diesen Griinden haben wir uns auf Veranlassung und 
unter der Leitung von Proff. R. Inada und K. Sakaguchi 
mit vorliegender Frage beschiftigt. 


T. Exyrtwuss pes INSULINS AUF DIE ZUCKERAUS- 
SCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Hier haben wir als Versuchspersonen nur Diabetiker ge- 
wihlt. Ihre Zuckerausscheidungsschwelle wurde zuerst vor 
dem Insulingebrauch nach der Angabe von Sakaguchi und 
seinen Mitarbeitern (1924) médglichst genau bestimmt. Dann 
wurden den Versuchspersonen verschiedene Mengen Insulin drei 
bis tiber zehn Tage lang tiiglich subkutan injiziert. Inzwischen 
oder nach dem Aussetzen der Injektion wurde der Schwellenwert 
nochmals bestimmt. 


Fall 1. K. I. 44 jahriger Mann. Diabetes mellitus mit 
Phthisis Pulmonum. 


Bei diesem Kranken wurde Insulin am 27. und 28. Juli dreimal je 15 
Einheiten, am 29. dreimal je 7 Einheiten, am 30. nur einmal am Morgen 6 
Einheiten injiziert und spater weggelassen. 

- Aus der Tabelle kann man ersehen, dass der Schwellenwert des Kranken 
vor dem Insulingebrauch etwa 0.21% betrug, wihrend er am 29. Juli, also 
am dritten Tag nach seinem Gebrauch, als 0.24% gefunden wurde. Beim 
Aussetzen des Mittels sank aber die Schwelle schon am folgenden Tage auf 
den friuheren Wert 0.21% zuriick. 


Fall 2. T. K. 24 jéhrige Frau. Diabetes mellitus. 


In diesem Fall wurde Insulin seit 4. September tiglich dreimal vor jeder 
Mahlzeit injiziert. Einzelne Daten sind in folgender Tabelle wiedergegeben. 


Der Schwellenwert betrug vor dem Insulingebrauch 0.18% und am dritten 
Insulintage 0.20%. 
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Fail 3. T. N. 65 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 


Der Kranke nahm tiglich mit einer strengen Kost eine seiner Toleranz 
entsprechende Menge von gekochtem Reis auf. Seit 26. Juli wurde Insulin 
nur einmal vor dem Friihstiick subkutan injiziert und die Reismenge dabei 
dementsprechend vermehrt. Weil hier einfach gekochter Reis mit 2 Hiihnereiern 
dargereicht wurde, so ist in folgender Tabelle als Nahrung nur die Menge des 
ersteren angegeben. 


In diesem Fall war der Einfluss des Insulins auf den Schwellenwert nicht 
deutlich. 


Fail 4% = T. 8. 42 jéhriger Mann. Diabetes mellitus. 


Die Untersuchung geschah hier ganz gleich wie im vorangehenden Fall. 

Der Schwellenwert des Kranken war vor dem Insulingebrauch 0.15% und 
nach dessen Gebrauch stieg er bis auf 0.18%. Obwohl die Schwelle am zweiten 
Tage nach dem Aussetzen des Mittels noch 0.17% betrug, so ist sie doch am 
folgenden Tage schon auf den fritheren Wert 0.159% zuriickgesunken. , 


Fall 5. T. M. 59 jéhriger Mann. Diabetes mellitus. 


Bei diesem Fall wurde Insulin seit 1. September in einer Dose yon 15x3 
=45 Einheiten sechs Tage lane gebraucht. 

Beim Insulingebrauch beobachtet man hier am Anfang eine Neigung zur 
Erniedrigung des Schwellenwertes, wihrend der letstere spater unverkennbar 
anstieg. 


Fall 6. K. BK. 38 jéhriger Mann. Diabetes mellitus. 


Dieser Kranke, dessen Schwellenwert etwa 0.149% war, wurde seit 22. Sep- 
tember vier Tage lang mit 10x3=30 Einheiten Insulin behandelt. In dieser 
Periode wurde die Schwelle, wie Tabelle VI zeigt, etwas erniedrigt (ca. 0.12%) 
gefunden, wihrend sie bald nach dem Aussetzen des Mittels den friiheren W ert 
wieder erreiehte. Bei der Bestimmung des Schwellenwertes wurde gekochter 
Reis nur mit zwei Hiihnereiern gegeben. 


Fall 7. M. Y. 41 jdhriger Mann. Diabetes mellitus. 


Wie aus der Tabelle VII ersichtlich ist, betrug die Zuckerausscheidungs- 
schwelle des Kranken im normalen Zustande etwa 0.16%. In der Insulinperiode, 
wo 10-14 Einheiten Insulin jeden Tag nur einmal vor dem Friihstiick injiziert 
wurden, zeigte die Schwelle zuerst eine leichte Herabsetzung, wihrend sie 
spiiter iiber den friiheren Wert anstieg, obwohl der Grad der Erhdhung hier 
nicht genau bestimmt wurde. Bei Untersuchungen, welche an folgenden 
Tagen nach dem Aussetzen des Mittels ausgeftihrt wurden, beobachtet man 
die Schwelle ganz gleich hoch wie in der Vorinsulinperiode. Die Nahrung 
bei der Schwellenbestimmung bestand auch hier aus gekochtem Reis und zwei 
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Fall 8 S. M. 32 jéhriger Mann. Diabetes mellitus. 
In diesem Fall wurden seit 20. Oktober tiiglich 15x 3=45 Einheiten Insulin 
gebraucht. 
Am 4. und 6. November, also am 16. und am 18. Insulintage, betrug der 
Schwellenwert 0.209%, wihrend er vor dem Insulingebrauch wie am dritten 
und fuinften Tage nach dem Aussetzen des Mittels als 0.1799 geschitzt wurde. 


Fal 9. T. H. 71 jéhriger Mann. Diabetes mellitus. 

Bei erster Insulininjektion am 12. November zeigte die Zuckerausschei- 
dungsschwelle keine Verinderung. Sie betrug 0.13%, wie in vorangehender 
Periode. Seitdem wurde die Injektion von 10—15 x 3=30—45 Einheiten Insulin 
bis zum Mittag des 19. November fortgesetzt. Wegen zu starkes Ausfalls der 
Glykosurie lasst sich der Schwellenwert am 15. und 19. November durch die Unter- 
suchungen nicht genau ermitteln. Weil die Glykosurie an diesen beiden 
Tagen und am 8. November (insulinlose Zeit) anndhernd gleich stark ausfiel, 
wahrend die Hygperglykamie dort weit hdher als hier war, so ist daraus der 
Schluss méglich, dass der Schwellenwert als Folge der fortgesetzten Insulinan- 
wendung anstieg. Als die Injektion am Abend des 19. November ausgesetzt wurde, 
zeigte die Schwelle schon am nachsten Morgen ihren normalen Wert 0.13%. 


Fall 10. TV. H. 23 jiéhriger Mann. Diabetes mellitus. 

Wie die Tabelle zeigt, hat die erstmalige Injektion von 10 Einheiten 
Insulin am 30. November den Schwellenwert des Kranken 0.179% gar nicht 
beeinflusst. Die Injektion wurde bis 2. Dezember nur am Morgen vor dem 
Friihstiick ausgefiihrt und spdter taglich 10—7x3=30—21 Hinheiten einge- 
spritzt. Bei Versuchen am 1. und 2. Dezember mit 15 resp. 20 Einheiten 
wurde die Schwelle etwas erniedrigt gefunden, wahrend sie nach fortgesetztem 
Insulingebrauch deutlich anstiez, so dass sie in spateren Versuchen einen 
erhéhten Wert zeigte. Das Mittel wurde vom 17. Dezember an ausgesetzt und 
die Schwelle schon am dritten Tage wieder normal gefunden. 


Fall 11. K. F. 49 jahriger Mann. Diabetes mellitus. 

Am Anfang der Insulinperiode war die Schwelle unter 0-15%. Als das 
Mittel drei Tage lang gebraucht wurde, stieg sie bis auf 0.18% an, um spater 
bei fortgesetzter Injektion weiter den Wert von iiber 0.20% zu erreichen und 
bald nach dem Aussetzen des Mittels wieder herabzusinken, so dass die 
Schwelle am zweiten Tage als 0-17% geschatzt wurde. 

Der Ubersichtlichkeit halber sind unsere Untersuch- 
ungsresultate in der Tabelle XII zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ersieht man, dass der Schwellenwert bei 
fortgesetztem Insulingebrauch gewodhnlich ansteigt. Aber die 


Reaktion ist je nach den Fallen verschieden. Es gibt Falle 
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(Fall 1, 2, und 4), wo die Erhéhung der Schwelle nach einigen 
Insulintagen schon beobachtet wird, wiihrend sie bei anderen 
in dieser Zeit ganz vermisst wird oder eher eine Erniedrigung 
(Fall 5, 6, 7, und 10 ) erlitten hat. Auch in letzteren Fallen 
trat eine Steigerung der Schwelle auf, als die Injektion weiter 
fortgesetzt wurde. 

Weil die Erhéhung der Schwelle erst nach einem gewisse 
Tage lang fortgesetzten Insulingebrauch zustande kommt, so 
muss sie als ein Ausdruck einer Umstellung des Kérpers angese- 
hen werden, welche als Reaktion gegen Insulin zustande kommt. 
Dagegen muss die Herabsetzung des Schwellenwertes zur direk- 
ten Insulinwirkung und nicht zur Nachwirkung gehéren, weil 
eine solche Erscheinung schon nach einer ersten Injektion 
auftritt (Fall 6. Versuch am 22. September). Weil Insulin 
bekanntlich gegen das Adrenalin antagonistisch wirkt, so ist es 
méglich, dass das Insulin eine schwellenherabsetzende Wirkung 
hat, welche beim fortgesetzten Insulingebrauch wegen der Um- 
stellung des Kérpers nicht mehr in Erscheinung tritt. Von 
vornherein ist es médglich, dass diese schwellenerniedrigende 
Wirkung des Insulins von der Dosis wie von der Individualitit 
abhingt. Dass die Erniedrigung des Schwellenwertes beim 
Fall 10 nicht am ersten Insulintage, sondern erst am zweiten 
Tage zum Vorschein kam, kénnte wohl auf die Verschiedenheit 
der Insulindose zuriickgefitithrt werden. 


Il. Duzer INSuLINNACHWIRKUNG AUF DIE 
ZUCKERASSIMILATION 


Wie oben erwihnt, haben wir gefunden, dass die Zucker- 
ausscheidungsschwelle bei einem fortgesetzten Insulingebrauch 
ansteigt. Weil Adrenalininjektion den Schwellenwert erhdht, 
so stimmt dieser Befund mit den Angaben von vielen Autoren 
tiberein, dass die Adrenalinproduktion durch Insulin gesteigert 
wird. Bei Mehrproduktion des Adrenalins ist die Assimilations- 
kraft fir Zucker gewéhnlich herabgesetzt. Ausserdem haben 
viele Arbeiten in unserer Klinik gezeigt, dass die Erhéhung 
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des Schwellenwertes und die Herabsetzung der Zuckerassimilation 
in der Regel Hand in Hand gehen. Bei solcher Sachlage war es 
von yornherein héchst wahrscheinlich, dass die Zuckerassimila- 
tion nach einem fortgesetzten Insulingebrauch mehr oder minder 
gestort ist. Dafiir scheint die Angabe yon Fornet und 
Christiensen zu sprechen, dass sie beim plétzlichen Aussetzen 
des lange Zeit fortgesetzten Insulingebrauches eine voriiberge- 
hende Glykosurie beobachteten. 

Um zu sehen, wie die Sache in Wirklichkeit vorliegt, haben 
wir die Assimilationskraft fiir Zucker an denselben Versuchs- 
personen einmal ohne Insulingebrauch und ein anderes Mal 
nach einer Insulinperiode bestimmt, wo tiglich 30 Einheiten 
Insulin auf dreimal geteilt vor jeder Mahlzeit subkutan injiziert 
wurden. Als Versuchspersonen haben wir hier nur Nicht- 
diabetiker gewihlt, um eine deutliche Verénderung der Zucker 
assimilierenden Kraft durch iussere Bedingungen zu vermeiden. 
Zar Bestimmung der Assimilationskraft wurde Sakaguchis 
Probekost (1922), welche aus 270 g¢ gekochtem Reis (=100 ¢ 
lufttrockenem Reis) und 2 Hiihnereiern besteht, verabreicht 
und die Blutzuckerverinderung dabei halbstiindlich drei Stunden 
lang nach der Bangschen Mikromethode serienartig untersucht. 


Fall 1. S. N. 38 jahriger Mann. Verdacht auf Kleinhirntumor. 


Bei diesem Kranken wurde Insulin, taglich auf dreimal geteilt 30 Einheiten, 
in zwei Perioden gebraucht ; zum ersten Male vom 31. Januar bis 8. Februar, 
also acht Tage lang und zum zweiten Male vom 4. bis 6. Marz, also drei 
Tage lang. 

Aus der Tabelle kann man ersehen, dass die alimentire Hyperglykimie 
am 8. Februar wie am 7. und 8. Marz unverkennbar stirker als sonst ausfiel. 
Hieraus muss man annehmen, dass der fortgesetzte Insulingebrauch hier die 
Zuckerassimilation gewissermassen herabsetzt. Diese Nachwirkung des Insulins 


ging aber bald nach dem Aussetzen des Mittels, also innerhalb einiger Tage, 
vortber. 


Fall 2. K. M. 32 jéhriger Mann. Parkinsonismus. 


Die einzelnen Daten sind in der Tabelle XIV wiedergegeben. 

Nach fortgesetztem Insulingebrauch wurde die Assimilationskraft auch in 
diesem Fall am ersten insulinfreien Tage etwas herabgesetzt gefunden, wihrend 
sie am zweiten Tage schon normal ausfiel. 


Zuckerausscheidungsschwelle und Insulin, val 


Fall 3. YN. 19 jéhriger Mann. Peroneuslihmung. 


In diesem Fall war die Assimilationsstérung nach drei Insulintagen sehr 
geringfiigig und wurde am zweiten insulinlosen Tage ganz vermisst, wahrend 
sie nach sieben Insulintagen deutlicher in Erscheinung trat und zwei Tage 
lang fortdauerte. 


Fall 4. K. K. 17 jéhriger Epileptiker. 

Bei diesem Kranken war die Zuckerassimilation auch beiden Kontroll- 
versuchen etwas gestért. Hier wurde auch die Toleranz schidigende Nach- 
wirkung des Insulins nur am ersten insulinlosen Tage unverkennbar beobachtet, 
wihrend sie schon am zweiten nicht deutlich ausfiel. 


Fall 5. T. TL. 23 jahriger Mann. 
Fall 6. S. K. 26 jaéhriger Mann. 
In den Fallen 5. und 6. wurde die schadliche Nachwirkung des Insulins 
auf die Zuckerassimilation nur am ersten insulinlosen Tage beobachtet. 


Unsere Untersuchungen an sechs Personen haben ganz 
ubereinstimmend und unzweideutig bewiesen, dass ein wtiber 
wenige Tage fortgesetzter Insulingebrauch die Assimilationskraft 


TABELLE XIII. 


Datum Wersuche: Blutzucker mg % 
bedingungen 
ee ; Vor | 12 1 Fe 2 3 
erster Tag nach = 1B 9 
‘os, MUL 8 Insulintagen 100 130 143 148 121 111 
2) WE zweiter Tag 91 1BU! 117 107 112 108 
3. III | Kontrolle 78 124 119 114 103 84 
z erster Tag nach = RZ é 
7- IL | *. Tnsulintagen 79 137 144 125 111 95 
8. IIL | zweiter Tag 96 144 1 108 |i 111 115 94 
9. III | dritter Tag 91 123 102 | 107 101 99 


10. III | Kontrolle 98 122 86 74 81 87 
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Zuckerausscheidungssenwelle und Insulin. 
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fir Zucker sichtbar herabsetzt. Diese Nachwirkung dauert 
aber nicht lange. Obwohl sie nach dem Aussetzen des Insulins 
am ersten Tage stets unverkennbar beobachtet wird, so wird 
sie am zweiten Tage schon héufig ganz vermisst. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Bei erster Insulininjektion’ beobachtet man nicht selten 
eine Herabsetzung der Zuckerausscheidungsschwelle. 

2) Wenn Insulin tiber mehrere Tage lang fortgesetzt ge- 
braucht wird, so steigt der Schwellenwert gewéhnlich an. Der 
Auftritt dieser Erscheinung ist aber je nach den Fallen ver- 
schieden. In einigen Fallen wird die Steigerung des Schwellen- 
wertes schon nach einigen Tagen beobachtet, wihrend sie bei 
anderen erst an spaiteren Tagen zum Vorschein kommt. 

3) Bei unseren Versuchen war die Steigerung des Schwellen- 
wertes nicht hochgradig (héchstens 0.0499) und ging nach dem 
Aussetzen des Mittels innerhalb einiger Tage voriiber. Damit 
wollen wir aber Berghoffs Angabe nicht ohne weiteres zuriick- 
weisen, weil die Insulininjektion bei unseren Versuchen in den 
meisten Fallen nicht lange genug fortgesetzt wurde. Wir halten 
es nicht fiir ausgeschlossen, dass der Anstieg der Zuckeraus- 
scheidungsschwelle bei liangerem Insulingebrauch etwas stirker 
zustande kommt, als bei unseren Versuchen, und nach dem 
Aussctzen des Mittels eine lingere Zeit fortdauert. 

4) Fortgesetzter Insulingebrauch setzt die Assimilations- 
fahigkeit fir Zucker etwas herab. Die Nachwirkung hort aber 
bald nach dem Aussetzen des Mittels auf, so dass die Assimila- 
tionskraft nach einigen Tagen schon ganz normal gefunden 
wird. 
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EINFLUSS DER PARTIELLEN PANKREASEXSTIRPATION, 
AUF DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 
GEN-ICHIRO EDA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 16. September 1926.) 


Pankreas und Adrenalsystem wirken bekanntlich gegenein- 
ander, so dass bei Pankreasexstirpation die Adrenalinwirkung 
Oberhand nimmt. Weil Adrenalin nach Nakayama _ die 
Zuckerausscheidungsschwelle erhéht, so liegt der Gedanke nahe, 
dass die Steigerung der letzteren auch beim Ausfall der Pan- 
kreasfunktion in die Erscheinung tritt. Hier sei aber auch an 
die Angabe von v. Noorden erinnert, dass die Schwelle beim 
Beginn der Zuckerkrankheit deutlich herabsinkt und spiiter im 
Laufe der Zeit allmiéhlich ansteigt. Weil im Organismus die 
Funktionen der innersekretorischen Organe physiologischer 
Weise sich im Gleichgewicht halten und die Steigerung irgend einer 
Funktion als Reaktion des Organismus auch eine Mehrleistung 
der antagonistischen Driisen veranlasst, wie Insulininjektion 
eine Mehrproduktion des Adrenalins nach sich zieht, so scheint 
es auch nicht unméglich, dass im Anfangsstadium der Zucker- 
krankheit bei einer ganz leichten Stérung der Insulinproduktion 
die Funktion des Adrenalsystems auch kompensatorisch etwas 
abnimmt und infolgedessen eine Herabsetzung der Zuckeraus- 
scheidungsschwelle zustande kommt, um spiter im weiteren 
Verlaufe der Krankheit endlich ein Uberwiegen der Adrenalin- 
funktion und folglich eine Steigerung der Zuckerausscheidungs- 
schwelle zu verursachen. Jedenfalls ist es nicht ausgeschlossen, 
dass ein ganz leichter und ein starker Ausfall der Pankreas- 
funktion in verschiedener Weise den Schwellenwert beeinflusst. 
Wir haben also auf Veranlassung und unter der Leitung von 
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Proff. R. Inada und K. Sakaguchi unternommen, die 
vorliegende Frage experimentell zu entscheiden, indem wir 
den Hunden bald einen kleinen, bald einen grossen Teil des 
Pankreas exstirpierten und den jeweiligen -Hinfluss auf den 
Schwellenwert untersuchten. 

Um den Schwellenwert genau bestimmen zu kénnen, haben 
wir auch bei einer ausgiebigeren Pankreatomie nur einen Teil 
des Pankreas (Schwanzteil) exstirpiert, so dass die Glykosurie 
erst nach Kohlenhydratzufuhr auftrat. Die Bestimmung der 
Schwelle wurde méglichst genau unter allen Kautelen ausgefiihrt, 
welche von Sakaguchi und seinen Mitarbeitern angegeben 
worden sind. 


I. VersucHe mir Exsrrrpation prs 1/3-1/2 PanKreas. 


Versuch 1. Hund Nr. 1. 9.8 kg. 


Am 9. Juni etwa 1/3 (10 g) Pankreas exstirpiert. 

Zur Bestimmung des Schwellenwertes und der Assimilationskraft fiir 
Zucker haben wir dem Hunde 30 prozentige Glukoselésung mit einem Gum- 
mischlauch eingeftihrt und die Blutzuckerkurve danach serienartig nach der 
Bangschen Methode bestimmt. Der Harn wurde dabei stiindlich katheterisiert 
und auf den Zuckergehalt untersucht. Einzelne Daten sind in folgender Tabelle 
wiedergegeben. 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, waren die Assimilationskraft fiir 
Zucker und der Schwellenwert nach der Ausschaltung von einem Drittel Pank- 
reas anfangs unverdndert, spiater stieg die Schwelle allmahlich mit der Ver- 
schlimmerung der Zuckerassimilation an. 


Versuch 2. Hund Nr. 2. 10.5 kg. 
Am 9. Juni etwa 1/3 (10 g) Pankreas exstirpiert. 


In diesem Fall iibte die Exstirpation von 1/3 Pankreas keinen Einfluss 
auf die Zuckerassimilation wie auf die Zuckerausscheidungsschwelle aus. 


Versuch 8. Hund Nr. 8. 13.5 kg. 
Am 12. Juni etwa 1/2 (14 g) Pankreas exstirpiert. 


Bei diesem Hunde wirkte die Exstirpation des halben Pankreas deutlich 
schwellenerhéhend, so dass die Schwelle von 0.12% (vor der Operation) auf 
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0.15-0.17 9 (nach der Operation) anstieg. Ausserdem kann man aus der Ta- 
belle sofort ersehen, dass der Schwellenwert nach der Operation mit der Zeit 
allmablich anstieg und damit die Herabsetzung der Assimilationskraft fur 
Zucker parallel ging. 


Versuch 4. Hund Nr. 4. 12.8 kg. 
Am 10. Juni etwa 1/2 (13g) Pankreas exstirpiert. 
Auch bei diesem Hunde erhéhte die Exstirpation des Pankreas bis auf eine 
Hailfte deutlich die Zuckerausscheidungsschwelle, so dass sie vor der Operation 
0.12 % und nach der partiellen Pankreatomie anfangs 0.15 und spater 0.17 % 


betrug. Die Herabsetzung der Assimilationskraft fiir Zucker hielt auch hier 
Sehritt mit der Erhoéhung des Schwellenwertes. 


Versuch 5. Hund Nr. 6. i11.2kg. 
Am 19. Juni etwa 1/2 (13g) Pankreas exstirpiert. 


Die Zuckerausscheidungsschwelle betrug vor der Operation 0.13 %, wahrend 
sie nach der Pankreatomie zwischen 0.15 und 0.18 % schwankte. 


Versuch 6. Hund Nr. 6. 10.3 kg. 
Am 19. Juni eine Hailfte des Pankreas (12 ¢) exstirpiert. 


Der normale Schwellenwert des Hundes war 0.12 %, wihrend er nach der 
Operation 0.15-0.16 % betrug. 


Versuch 7. Hund Nr. 7. 19.5 kg. 
Am 19. Juni etwa ein Drittel (10g) Pankreas exstirpiert. 


Der Schwellenwert des Tieres, welcher normalerweise zwischen 0.11 und 
0.13 9% schwankte, wurde nach der Operation anfangs als 0.15 9% und spiater 
als 0.17 % gefunden. 


Im folgenden stellen wir unsere Untersuchungsresultate in 
einer Tabelle tibersichtlich zusammen. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, zeigt der Schwellenwert 
nach der Exstirpation von einer Halfte Pankreas fast immer eine 
deutliche Steigerung, wiihrend eine solche Veranderung bei 
1/3-Exstirpation oft, besonders am Anfang, vermisst wird. 
Dabei haben wir héufig gesehen, dass die Erhéhung des Schwel- 
lenwertes erst im spiiteren Verlaufe zum Vorschein kommt oder 
sich vergréssert. Eine solehe Erscheinung wurde auch bei 1/2- 
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TABELLE VIII. 


’ Schwellenwert % 
Bruchteil der 
Hund Nr. Pankreas- nach der Operation 
exstirpation Vor der 
Operation a 
anfangs Spater 
1 1/3 0.12 0.12 0.14 
2 1/3 0.12-0.13 0.13 0.18 
3 1/2 0.11-0.12 0.15 0.17 
4 1/2 O12 0.15 0.17 
5 1/2 0.13 0.16 0.18 
6 1/2 0.12 0.15 0.16 
7 1/3 0.11-0.12 0.15 0.17 


Pankreatomie hiufig getroffen und kénnte wohl darauf zuriick- 
zuftihren sein, dass der zurtickgelassene Pankreasanteil hiufig 
nach der Operation teilweise in Degeneration tiberging, wie in 
Sandmeyers Versuchen. Ausserdem sei hier bemerkt, dass 
die Steigerung der Zuckerausscheidungsschwelle bei diesen Ver- 
suchen stets mit der Herabsetzung der Zuckerassimilation parallel 
geht. 


II. VERSUCHE MIT PANKREATOMIE. 


Nachdem wir in den oben auseinandergesetzten Versuchen 
festgestellt hatten, dass die Exstirpation von 1/3-1/2 Pankreas 
regelmassig die Erhdhung des Schwellenwertes nach sich zieht, 
wollten wir weiter untersuchen, ob die Pankreasexstirpation in 
kleinerem Umfange den Schwellenwert herabsetzen wiirde. Dazu 
haben wir den Versuchstieren 1/10 des Pankreas herausgeschnit- 
ten und vor wie nach der Operation die Zuckerausscheidungs- 
schwelle genau wie in vorangehenden Versuchen bestimmt. 


Versuch 1. Hund Nr. 8. 8.9kq. 


Am 27. Juni etwa 1/10 (2g) Pankreas exstirpiert. 
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Wie die Tabelle zeigt, iibte die Einzehntel-Pankreatomie bei diesem Hunde 
keinen Einfluss auf die Zuckerassimilation wie auf den Schwellenwert aus. 
Dass am 1. Juli alimentiire Hyperglykimie etwas stirker und der Schwellen- 
wert etwas hdher als sonst ausfiel, scheint eine zufiillige Schwankung und 
nicht die direkte Folge der Operation zu sein. 


Versuch 2. Hund Nr. 9. 10.5 kg. 
Am 27. Juni etwa einzehntel Pankreas (2.5 g) exstirpiert. 


Auch in diesem Fall hat die Operation die Assimilationskraft fiir Zucker 
wie die Zuckerausscheidungschwelle gar nicht beeinflusst. 


Versuch 8. Hund Nr. 10. 12.5 kg. 
Am 27. Juni etwa einzehntel (3g) Pankreas exstirpiert. 
Die Operation war auch hier ganz wirkungslos. 

Versuch Z- Hund Nr. 11. 11.65 kg: 
Am 30. Juni etwa einzehntel (8 ¢) Pankreas exstirpiert. 
Auch hier kein deutlicher Einfluss der Operation. 

Versuch 5. Hund Nr. 12. 10.5 kq. 
Am 29. Juni etwa einzehntel (3 ¢) Pankreas exstirpiert. 


Dass der Schwellenwert am 3. Juli etwas hoher als sonst war, kénnte wohl 
eine zufallige Schwankung sein. 


Wie die Ubersichtstabelle (Tabelle XIV) unzweideutig zeigt, 
ubt die Exstirpation von 1/10 Pankreas keinen sichtbaren Hin- 
fluss auf den Schwellenwert aus. Hier sei bemerkt, dass die As- 
similationskraft fiir Kohlenhydrat auch dabei gar nicht beein- 
flusst wird. 


Il. Versucne mir 1/5—PaNKREATOMIE. 
Weil 1/10-Pankreatomie ganz wirkungslos war, haben wir 


an Hunden Nr. 9, 10, und 11 noch 1/10, also insgesamt = 


Pankreas exstirpiert und dessen Einfluss auf den Schwellenwert 
untersucht. 


G. Eda 


92 


ve Le |e ele OF IIA “GI 
pS ee Tee tte 2 4 eee lege a ee 
ae | te | on Al 8 a a 
We Rev ee ere ee 8 by ie 
uonvdiysxosvaryueg TA 226 
Fe oe | gore | tr’ | cae | cet 6 at ie a 
21S] |S als) » | om x 

06 470M ii § 6 iat T a/T TOA | uro9 Sunsoy 9261 
ees (texpnzuIVAy) % Su LoyOnZnI_ “OSOANED 76 08 baa 


‘XQ TIAIVaL 


93 


: ) (andg) (—) (—) 
400 &6 C6 om | ogt | gor | &6 09 
; ane (andg) | (—) G) (—) 
ore on | ze &6 so. | ger | or | 68 09 
4 Le (andg) | (andg) (—) (=) 
i wae CO" | gor | ext | wt | {sor | eer | oor vy 
@) 
ue, , (=) () (e) &) 
s 89t'o tedn TOL Al gr Zel 991 ZB 09 
Hw 
et (—) | andg) (—) (-) 
z ae v6 | sat | get | set | HOL | 96 ae 
g 
3S uolEdIysxesvoryuRg 
5 
: (—) (andg) () (—) 
a 
s 910 68 16 sor | ser | 991 18 OL 
LO (=) (andg) | (andg) (Es) (Co) OL 
< 96 66 SIL eel ll 26 
®D 
‘3 ; ©) (=) (=) (=) 
x tN eas ZL | 98 cor | +l | ser | 68 ue 
Ay 
% 440M v g 3 ra I ran LOA w99 Sunsoy 
Sach | hago bs (doyonzUAvET) % BuL coyonzyn[g_ “OSONNTD 76 OE 


TIA ‘6r 


Wea, “TUE 


IIA °¢ 


TIA “F 


LEAN <S 


IA °26 


IA ‘96 


TA °“F 


IA °&6 


9661 


wnyV 


IX dTMWavi 


4sv'o toyuN 


G. Eda 


% YOM 


Ugo 


= (mg) ‘ands a8 is rs i ZT TEAS 
Seer tape. Gat are 

ao - SIE oof ke! 6 ae ee 
Oe Lae es bot ie os 
oie ban pen deen te x eae 
uonedamysxosvorjueg IA “OS 
i a ee ae alt ae ea ee 
ea | oor | ter | ser | a) | OOF aie 

F ¢ z a1 I 3/1 10 ul0d Sunsoy 9661 
-OS0HN[D % OF umnyeq 


(% dOYonzuIB_T) % SUE LOYonZyNT_ 


UX ATTHaVE 


95 


Partielle Pankreasexstirpation 


(=) (andg) Ge) () 
sT'0 16 got | oot ‘| zit | 62t | 99 09 
, (—) | (andg) (—) e) 
sO c6 OIL | 9er SIT Zl O0T 04 
i (=) (==) (=) G) 
Fae SOC or \\ | att TOL cet | Obl 88 04 
ToNVdiysxosvolyuUrg 
, (—) | (andg) | (andg) (—) (—) 02 
| G6 ISL SIT CST. 821 00L 
am) 
| (—) | (andg) (~) () FA 
c6 88 WI \| SEL eer | 16 
O% 410M P § 6 iT I a/T TOA | woo Sunsoy 
eee (aoyonzureyy) 9% Sur rexonzqnyge resort 20 08 


EARS 9 


TA ‘7 


TAGS 


IA 66 


TA ‘86 


TX WITHaVvae 


96 G. Eda: 


TABELLE XIV. (Ubersichtstabelle) 


; Schwellenwert % 
Versuchs- ue Essatea | 

Ake . exstirpation vor der nach der 
Operation Operation 
af 8 1/10 0.11-0.12 0.12-0.13 
2 9 1/10 0.13 0.12-0.13 
3 10 1/10 0.16-0.17 0.16-0.17 
4 161 1/10 0.18 0.13-0.14 
uber 
5) 12 1/10 0.138 0.13-0.14 


Versuch 1. Hund Nr. 9. 


Die erste Operation wurde am 27. Juni und die zweite am 13. Juli aus- 
gefiihrt. Folgende Tabelle stellt eine Fortsetzung der Tabelle X dar. 


Obwohl in diesem Fall 1/10-Pankreatomie ganz wirkungslos war, so 
verursachte die Ausschaltung von 1/5-Pankreasfunktion doch eine leichte 
Herabsetzung der Zuckerassimilation und eine sichtbare Erhéhung des Schwel- 
lenwertes. 


Versuch 2. Hund Nr. 70. 
Die erste Pankreatomie wurde am 27. Juni und die zweite am 13. Juli 


ausgefiihrt. Folgende Tabelle ist eine Fortsetzung der Tabelle XI. 


Die Untersuchungsresultate waren hier auch ganz gleich wie im voran- 
gehenden Fall. 


Versuch 8. Hund Nr. 11. 
Die Operationen wurden am 30. Juni und am 13. Juli ausgefiihrt. 
In diesem Fall fielen die Resultate auch genau wie im vorangehenden 
aus. 

Die letzten Versuchsreihen zeigen, dass die partielle Pan- 
kreatomie, welche die Zuckerassimilation erst ganz leicht herab- 
setzt, schon auf den Schwellenwert erhdhend wirkt. Die 
Erniedrigung der Zuckerausscheidungsschwelle kann man tiber- 
haupt durch die Pankreatomie nicht ermitteln. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


Als wir den Hunden 1/3-1/2 Pankreas exstirpierten, sahen 
wir ausser der Verschlimmerung der Zuckerassimilation auch die 
Erhéhung des Schwellenwertes. Dabei fanden wir aber nicht 
selten, dass die Erhéhung des Schwellenwertes sowie die Herab- 
setzung der Assimilationskraft fiir Kohlenhydrat einige Zeit nach 
der Operation gar nicht oder nur in geringerem Grade beobachtet 
wurde, wihrend beide im Laufe der Zeit allmihlich deutlicher 
in Erscheinung traten. Diesen Befund kénnte man wohl dar- 
auf zurtickftihren, dass der zurtickgelassene Driisenanteil nach 
der Operation teilweise in Degeneration tiberging, was bekannt- 
lich sehr héufig vorkommt. Die Exstirpation von 1/10 Pan- 
kreas hat weder die Zuckerassimilation noch den Schwellenwert 
beeinflusst. Als von dem Pankreas weiter 1/10, also insgesamt 
1/5, herausgeschnitten wurde, sahen wir schon mit einer ganz 
leichten Stérung der Zuckerassimilation die Steigerung des 
Schwellenwertes. 

Aus diesen Befunden wollen wir den Schluss ziehen, dass 
die Stérung der Pankreasfunktion mit der Herabsetzung der 
Zuckerassimilation stets auch den Schwellenwert erhéht. Die 
v. Noordensche Angabe, dass die Zuckerausscheidungsschwelle 
im Beginn der Zuckerkrankheit deutlich herabgesetzt ist, konn- 
ten wir experimentell nicht nachweisen. 
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UBER DIE GALLENSAUREBILDUNG. 
Von 


SADATOMO YONEMURA. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu). 


(Eingegangen am 20. September 1926). 
I. Das Viramin A UnD DIE GALLENSAUREBILDUNG. 


Dass die Gallensiurebildung in der Leber vor sich geht, 
ist schon durch die Untersuchungen von Minkowski und 
Naunyn (1886) allgemein anerkannt worden. Uber die Her- 
kunft der Gallensiiure hingegen ist nichts bekannt. Es kann 
zuerst an eine Beteiligung des Cholesterins dabei gedacht werden, 
einerseits, weil das Cholesterin der Gallensiure chemisch struk- 
tuell nahe steht, anderseits, weil bei gewissen Tierarten (Selachii) 
nach Hammersten (1897) und Oikawa (1925) die echte Gal- 
lensiure durch den dem Cholesterin homologen Alkohol, welcher 
in der Galle unter der Bezeichnung Scymnolschwefelsiure als 
Schwefelsiureester vorkommt, vertreten wird. Von diesem Ge- 
sichtspunkte aus haben E. Goodmann (1907), Foster, Hooper 
und Whipple (1919) beim Hunde, der bei unterbundenem 
Ductus choledochus eine permanente komplette Gallenblasenfistel 
trigt, eine fortlaufende Bestimmung der Gallensiure in der 
Galle ausgefiihrt, um den Einfluss von Cholesterin auf die Gal- 
lensiiureausscheidung in die Galle zu suchen. Nach ihren Ver- 
suchen kann man kaum glauben, dass die Gallensiure aus dem 
Cholesterin stammen sollte. Es ist ein sehr schwer lésbares 
Problem, wie und woraus die Gallensiure gebildet wird und in 
dieser Frage ist uns noch vieles dunkel. 

In dem Pflanzenreiche kommen viele Sterine (sog. Phyto- 
sterine wie Sitosterin und Stigmasterin) vor, die als Grundskelett 
ein System von hydrierten Ringen aufweisen, wie das Cholesterin 
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oder die Gallensiiture. Und es ist auch wohlbekannt, dass das 
Vitamin A im Pflanzenreich gebildet wird; es kommt sowohl 
in den griinen Teilen wie im Keime der Frucht vor. Unsere 
Kentnisse tiber die chemische Natur des Vitamins A sind noch 
sehr unvollkommen, und wir miissen uns hauptsdchlich damit 
begntigen, die Resistenz dieser Substanz gegen physikalische 
Momente, ihre Léslichkeit sowie ihr Vorkommen zu besprechen. 
Aber nach neueren Untersuchungen von Takahashi ist das 
Vitamin A warscheinlich auch in die Gruppe der Sterine ein- 
zureihen; es ist cin hochmolekularer, ungesittigter, wasserstoffrei- 
cher, zweiwertiger Alkohol, der den Polyterpenen nahesteht. 
Aus diesem Grunde hat Takahashi ihm den Namen Bio- 
sterin gegeben. 

Anderseits its es wohlbekannt, dass die Leber das Vitamin 
A reichlich enthilt, besonders die des Schellfisches. (Lebertran 
ist das einzige Ausgangsmaterial, aus welchem das Vitamin A 
za isolieren versucht wurde.) Und in der Galle des Haifisches 
haben Hammersten (1897) und Oikawa (1925), wie oben 
erwihnt, eine neue Klasse von Gallensiiure (Scymnol) entdeckt, 
die ebensoviel Kohlenstoffatome besitzt wie das Cholesterin; 
einerseits gibt es die fiir Cholsiure charakteristischen Farben- 
reaktionen und anderseits verhilt es sich gewissen Reaktionen 
gegentiber wie das Cholesterin. Man kann wohl vermuten, dass 
es zu beiden bekannten Kérpern in naher Beziehung steht. 

Das Vitamin <A ist fettléslich, und da diese Substanz in der 
Regel mit Fetten assoziiert ist, wurde einfach angenommen, 
dass dieser Kérper beim Fettstoffwechsel im Tierorganismus 
eine Rolle spielt. Anderseits hat die Gallensiure fiir die Ver- 
dauung und Resorption des Fettes eine grosse Bedeutung. 

Von diesen Gesichtspunkten aus kann man wohl vermuten, 
dass das Vitamin A die Quelle der Gallensiiure sei und dieses 
aus Biosterin stamme. Auf Veranlassung von Prof. Shimizu 
habe ich zuniichst beim Hunde den Einfluss des Vitamins A 
auf die Gallensiureausscheidung untersucht, um diese Frage zu 
einem gewissen Abschluss zu bringen. 
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Untersuchungsmethode. 


Unter Morphinithernarkose- habe ich den Hunden nach 
Dastre eine permanente Gallenblasenfistel angelegt, und zwar 
die Blasenkantile nach Bickel cingenaht, und den Ductus cho- 
ledochus immer an zwei Stellen doppelt unterbunden. Wenn 
die Hunde sich erholten, wurden sie zu Versuchen verwendet. 

Wahrend des Versuches stellte ich die Hunde in ein Gestell, 
wobei man unter dem Bauch des Hundes eine Leinwand aus- 
spannte, die zwischen den Fiissen des Hundes hindurchgelassen 
das Tier trug, damit der Hund bei Ermiidung der Fiisse auf 
derselben ausruhen konnte. 

Die Galle wurde wihrend 6 Stunden (von 10 Uhr morgens 
bis 4 Uhr abends) gesammelt. Die Aufsammlung der Galle in 
eine Glaskugel erwies sich als durchaus zweckmissig. 

Der Einfluss der Nahrungszufubr auf die Menge der ausge- 
schiedenen Galle ist schon von Schwann (1844), Bruno (1898), 
Kunkel (1875), Spiro (1888) und Winogradow (1924) unter- 
sucht worden. Es steht fest, dass zwischen Gallenabsonderung 
und Nahrungsaufnahme eine bestimmte Beziehung besteht, und 
dass ferner die Art der Nahrung von Einfluss ist. Bei meinen 
Versuchen diente als Futter eine bestimmte Menge Reis, Rind- 
fleisch (méglichst fettarm) und Gemiise. Diese Speise wurde in 
eleichen Rationen 2mal tiglich, mittags und um 4 Uhr abends 
verabreicht. 

Die Versuche von Stadelmann (1896), Brugsch, Hors- 
ter (1924) und Goodmann (1907) zeigten, dass beim Hunde 
die gallensauren Salze, per os als solche oder in Form von Galle 
eingefithrt, zu einer sehr erheblichen Mehrausscheidung dersel- 
ben durch die Galle fithren. Um das Ablecken der abfliessenden 
Galle zu verhindern, wurde den Hunden wihrend der Ruhe 
tiber den Maulkorb noch ein Wachstuch gebunden. 

Das bei diesen Versuchen gebrauchte Vitamin A wurde von 
dem Institut Rikagaku und der Ges. m. B. H. Sankyo herge- 
stell tund mir fiir diese Versuche freundlichst tiberlassen Das. 
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Vitamin A wurde den Versuchstieren immer subkutan injiziert. 

Die Gallensiuremenge in der Galle wurde durch die gaso- 
metrische Methode (von Foster und Hooper empfohlen) 
bestimmt. 

Die Versuchsresultate sind in folgenden Tabellen zusam- 
mengefasst. 

Aus den Versuchen 1-3 und den graphischen Darstellungea 
dazu kann man auf folgende Tatsache schliessen. Wenn der 
Hund seine eigene Galle nicht ableckt, vermindert sich mit der 
Zeit, obgleich er tiglich die gleiche bestimmte Nahrung auf- 
nimmt, seine aus der Fistel abfliessende Galle etwas, und wenn 
das Vitamin A ihm subkutan injiziert wird, so steigt die Gal- 
lensekretion ganz wenig. Besonders merkwiirdig ist es, dass 
die Gallensiuremenge, die mit der Zeit allmahlich abgenommen 
hat, durch subkutane Injektion des Vitamins A allméhlich 
zunimmt und nach zwei Tagen wieder allméhlich abnimmt. 
Aus dieser Zunahme, besonders aus der allmihlichen, scheint 
mir bewiesen, dass die Gallensiure nicht durch den Reiz von 
Vitamin A, sondern aus demselben in der Leber gebildet wird. 
Ks erfordert noch weitere Untersuchung, um zu bestitigen, dass 
die Gallensiure aus Vitamin A herstammt. Uber diese Frage 
ist die Arbeit noch im Gang. Aus dem Versuch kann man 
wohl noch schliessen, dass die Gallensiiureausscheidung von dem 
eigentlichen Nahrungsgemisch: Kohlenhydrat, Eiweiss und 
Fett, unabhingig sich vermindert, wenn das Versuchstier die 
eigene Galle nicht ableckt. Was die Frage anbetrifft, ob das 
Lésungsmittel zu der Bildung von Gallensiure beitraigt oder 
nicht, so habe ich unter denselben Bedingungen nur das Oli- 
venél dem Hunde subkutan injiziert. Aus dem Versuch 4 und 
der Skizze dazu geht hervor, dass es keinen Einfluss auf die 
Gallensiureausscheidung hat, dass ndimlich die Gallensiure und 
Gallenmenge unabhiingig von der Injektion des Olivendls all- 
mahlich abnehmen. 

In Jahre 1924 hat Petrof berichtet: ‘‘ durch Hungern und 
Ableitung der Galle aus dem Organismus lisst sich beim Hunde 
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Versuch 1 
Ausge- : Aminostickstoff Tauro- 
schied. pez. cholsdure . 
Datum | Gatien. | Gewicht aa itcon Bemerkungen 


in 6 


in. 6 
Stunden | Stunden 


menge Galle 
Marz ccm. mg 

4 55 1018 0.544 

5 44 1018 0.573 

6 47 1016 0.418 

7 36 1018 0.471 

8 44 1017 0.600 

g 44 1016 0.561 

10 39 1018 0.578 
dig! 39 1015 0.473 


mg 
29.92 


25.21 
19.64 
16,95 
26.40 
24.68 
22.54 


17.02 


mg 
1098.66 
925.71 


827.66 
624.77 


Biosterin (1.5 % 
in Olivendl) 
6 ccm 


‘osterin (1.5%) 6 ccm. 


Gallenmenge 
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Versuch 2 


Ausge- Aminostickstoff Bodie 
» schied. Spez. cholsaure 
Data | -“Ganen. | Gewicht a ean 7 in & Bemerkungen 
menge Galle | Stunden | Stunden 
Marz cem mg mg mg 
22 57 1016 0.508 28.95 1063.04 
23 52 1020 0.564 29.32 1076.63 
24 44 1016 0.469 20.63 757.53 
Sankyo- 
25 44 1016 0.453 19.93 731.82 Vitamin A 
5cem 
26 21 1018 0.472 9.91 363.89 
27 45 1016 0.390 16.55 607.71 
28 50 1015 0.395 19.75 725-22 
29 45 1016 0.425 19S 702.08 
30 41 1014 0.381 15.62 573.56 


31 38 1016 0.368 17.6 6 648.47 
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Versuch 8 


Datum 


Ausge- Aminostickstoff Tauro- 


schied. Spez. |——_____—____| cholsaure 
Gallen- | Gewicht | in 1cem | in 6 in 6 | Bemerkungen 
menge Galle | Stunden | Stunden 
ecm mg mg mg 
85 1014 0.256 21.76 799.02 
85 1014 0.258 21.98 805.26 
87 1013 0.237 20.61 756.79 
77 1014 0.267 20.55 754.59 
Gereinigtes Bio- 
68 1013 0.205 13.94 511.87 |sterin (0.15 g in 
1.5cem Ather) 
54 1015 0.188 10.15 872.70 
65 1017 0.252 16.38 601,47 
68 1016 0.384 26.11 958.75 
55 1017 0.354 19.25 706.86 
46 1015 0.259 11.91 437.33 


gereinigt. 


S 
S 
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Gallensauremenge 


108 S. Yonemura : 
Versuch 4 (Kontrolle) 
Ausge- Aminostickstoff oe 
‘ schied. Spez. cholsaure 
Datum | Gallen: | Gewicht (in leew) da 6l = ela 
menge Galle | Stunden | Stunden 
Mai ecm. mg meg mg 
25 25 1014 0.516 11.90 473.68 
256 23 1014 0.491 11.29 414.56 
27 23 1013 0.412 9.47 347.73 
28 Ves} 1014 0.344 7.91 290.45 
ya 19 1015 0.411 7.80 286.41 |Oliven6dl 10 cem 
30 19 1015 0.33: 6.42 935.74 
31 17 1014 0.374 6.35 DAB AIWE 
Juni 1 14 1016 0.434 6.07 222.89 
2 14.5 1015 0.374 5.42 199.02 
3 15 1014 0.386 5.97 212.60 
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vollstandige Acholie erzielen, da wahrscheinlich durch diese 
beiden Momente das Material zum Aufbau der einzelnen Be- 
standteile der Galle erschépft wird, aber die funktionelle Fahig- 
keit der Leberzellen doch nicht wesentlich geschidigt wird.” 
Auf Grund dieser Tatsachen habe ich nun die Hunde wihrend 
der Versuche ganz nitichtern gehalten und den Einfluss des 
Vitamins A auf die Gallensiureausscheidung beobachtet. 

Aus dem Versuch 5u. 6 und den Skizzen dazu geht hervor, 
dass die Gallensiuremenge und die Gallenmenge beim Hungern 
mit der Zeit allmahlich unter geringen Schwankungen abneh- 
men, und dass sie sich bei der Injektion von Vitamin A im 
Versuch 5 allmahlich, im Versuch 6 an demselben Tag sofort. 
und am anderen Tag allméhlich vermehren. Der Versuch 5 
zeigt, dass das Vitamin A beim Hungern die Gallen- und Gal- 
lensdureausscheidung genau wie bei der Nahrungsaufnahme 
beeinflusst, wiéihrend sich der Versuch 6 etwas anders verhialt, 
nimlich die Gallen- und Gallensiuremenge sich schon am In- 
jektionstage vermehrt und sich am niichsten Tag wieder ver- 
mindert. Von diesem Tage an steigt allméahlich die Gallen- und 
Gallensiureausscheidung wieder und beginnt spiter bald abzu- 
nehmen, bald zuzunehmen. Diese Unregelmissigkeit scheint 
darin ihren Grund zu haben, dass das Lésungsmittel Alkohol 
die Ausscheidung beeinflusst. 


Zusammenfassung. 


Aus den oben beschrieben Versuchsergebnissen kann man 
schliessen, dass das Vitamin A beim Hunde die Gallen- und 
Gallensiiureausscheidung allmihlich vermehrt, wenn es subkutan 
eingebracht wird. 


II. Das RETICULO-ENDOTHELIALE SYSTEM UND SEINE 
BEZIEHUNG ZUR GALLENSAUREBILDUNG. 


Die Morphologie des reticulo-endothelialen Systems ist 
heute schon verhiltnismissig gut bekannt, dagegen sind unsere 
Kentnisse tiber seine Funktionen noch sehr liickenhaft. Nur 
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Versuch 65 
Ausge- Aminostickstofé vite 
Korper-| schied. | Speze |-————————_} |. 
ins gewicht| Gallen- |Gewicht] in1cem| in 6 or Bemerkungen 
menge Galle |Stunden|gtunden 
Miirz kg ccm mg mg mg 
12 hall 16.0 1017 0.526 8.41 308.81 
18 8.2 11.5 1017 0.443 5.09 186.90 
14 leo 11.4 1016 0.325 3.70 136.04 ‘ . 
15 7.3 98 | ius’ (Cao | wa abpany eS 
16 ffeil 4.5 1018 0.379 1.60 58.75 
17 6.2 10.8 1018 0.584 6.30 231.33 
18 6.1 13.2 1018 0.618 8.15 199.26 
19 6.1 10.2 1019 1.219 | 12.43 456.42 
20 9 0) 1020 1.003 7.02 257.77 
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Versuch 6 


Ausge-| Aminostickstoft | 73U"" 

K6rper- | schied. peZ. reat ' 
Datum | ewicht | Gallen- [Gewicht] in1cem| in 6 pals Bemerkungen 
menge Galle |Stunden Stind ea 

April ig com mg mg mg 


22 16.6 38.0 1016 0.488 18.54 | 680.78 
23 16.4 20.6 1016 0.564 11.61 | 426.31 
24 16.2 23M 1016 0.3894 9.33 | 342.59 
25 16.1 18.0 1016 0.475 8.55 | 313.95 
26 15.2 18.9 1017 0.446 8.42 | 309.18 
Gereinigtes 
Lyf 14.8 21.4 1017 0.508 10.87 | 399.14 | Biosterin (0.1 ¢ 
in 1ecm Alkohol) 
28 14.2 13.8 1016 0.456 6.29 | 230.96 
29 13.9 15.2 1017 0.700 10.64 | 390.70 
30 13.6 16.4 1017 0.725 11.89 36.60 
Mai 1 13.2 12.4 1017 0.725 8.99 | 330.11 
2 12.9 13.5 1017 0.832 GSB) |) RRS 
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dass das reticulo-endotheliale System zum Stoffwechsel des 
Organismus in nahen Beziehungen steht, wurde durch die 
Untersuchungen von zahlreichen Autoren bestitigt. Die Betei- 
ligung dieses Systems beim Abbau der Erythrocyten bedeutet, 
dass in gewissem Sinne ein Stoffwechselvorgang stattgefunden 
hat, weil Eisen, Cholesterin, Héimatoporphyrin etc. hier frei- 
gemacht und fiir andere Verwendungszwecke an das Blut zuriick- 
gegeben werden. Und die Beziehung dieses Systems zum Fett-, 
Kohlenhydrat-, Eisen- und Calciumstoffwechsel wurde schon von 
vielen Pathologen untersucht. Uber den Zusammenhang zwi- 
schen diesem System und dem Gallensdurestoffwechsel ist aber 
bis heute noch nichts bekannt. Ich wollte erst die Frage beant- 
worten, ob die sogenanten histozytiéiren Zellen beim Gallenséiure- 
stoffwechsel eine wichtige Rolle spielen. Altbekannt ist, dass 
die reticulo-endothelialen Zellen in Leber, Milz nnd Knochen- 
mark phagozytiére Higenschaften haben. Sie nehmen die ver- 
schiedenen Fremdkérper in der Blutzirkulation auf und man 
kann durch die Speicherung der verschiedenen Stoffe das reticulo- 
endotheliale System blockieren, d. h. in einen Lihmungszustand 
versetzen. Ich habe Hiindinnen Tusche intravenés injiziert 
und die Gallensiuremenge in der aus der Gallenblasenfistel 
abfliessenden Galle bestimmt. 


Experimenteller Teil. 


Als Versuchstiere brauchte ich zwei Hiindinnen, bei denen 
unter Morphinithernarkose eine permanente Gallenblasenfistel 
nach Dastre angelegt wurde. Die anderen Ausfiithrungen der 
hier zur Besprechung gelangenden Versuche decken sich voll- 
kommen mit den in meinem Experiment ‘‘ Das Vitamin A und 
die Gallensiurebildung ’’ niedergelegten. 

Die zur Blockierung gebrauchte Tusche wurde derart herge- 
stellt, dass ich gute ‘ Sumi ’’ mit physiologischer Kochsalzlésung 
in einer Reibschale 10 Minuten lang gut rieb. Diese Lésung 
wurde zentrifugiert, filtriert und dann durch Kochen sterilisiert. 
Beim Gebrauch wurde sie bis zur Kérpertemperatur erwirmt 
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Versuch 1 (Blockierung) Kérpergewicht 9.4kg. 
ae Aminostickstofft Tauro- 
schied. Spez. cholsaure a 
Datum | Gallen- | Gewicht |in 1eem| in 6 oe einen 
menge Galle | Stunden | Stunden 
Juni cem mg mg mg 
11 29 1014 0.358 10.38 381.15 
12 20 1014 0.335 8.71 319.83 
3 i6 1014 0.332 5.31 194.98 
14 16 1015 0.208 3.32 121.91 | 20ccm Tusche 
15 13.5 1016 0.235 Delia: 116.40 |40cem Tusche 
16 13.6 1015 0.201 2.73 100.24 |50ccem Tusche 
A, 18.8 1014 0.321 6.03 221.42 |60cem Tusche 
18 IVE 1014 0 307 5.21 191.31 
19 18.2 10138 0.270 4.91 180.29 
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Versuch 2 (Blockierung) Korpergewicht 12.6 kg. 


Ausge- Aminostickstoff Tauro- 
anne Gallen Gericke inleem| in6 pes Wa Bemerkungen 
menge Galle | Stunden | Stunden 
Juli ccm mg mg mg 
2 29mm 1015 0.553 16.09 590.82 
3 31.0 1013 0.401 12.48 456.42 
4 31.6 1013 0.401 12.67 465.24 
5 28.0 1013 0.247 6.91 253.73 |65cem Tusche 
6 28.6 1012 0.235 6.72 246.75 - 
a 297 1014 0°279 8.28 304.04 4 
8 26.0 1014 0.291 7.56 277.60 oe 
9 31.4 1015 0.397 12.46 457.53 | 80 ccm Tusche 
10 30.0 1014 0.390 11.70 |- 429.62 
atelt 30.2 1014 0.400 12.08 443.57 
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und den Hiindinnen um 10 Uhr morgens intravenés (4 Tage 
lang, jeden Tag 5-6ccm Tuschelésung per kg Kérpergewicht) 
eingespritzt. In dieser Dosis hat Sumi das Allgemeinbefinden 
der Hiindinnen nicht geschidigt. Der Sicherheit halber habe 
ich zwei Versuche ausgefiihrt und in beiden Fallen gleiche Re- 
sultate gewonnen. 

Aus dem Versuch 1 und 2 und den Skizzen dazu geht 
hervor, dass die Tus-he eine Verminderung der Gallensiure in 
der Galle herbeiftihrt, wahrend die Gallenmenge dabei nicht 
merklich abnimmt, und zwar vermindert sich mit der Ver- 
mehrung der Menge der Tusche die Gallensiureausscheidung 
in der Fistelgalle. Der Laihmungszustand dieses Systems durch 
Tusche dauert nicht iber 24 Stunden, da nimlich die Gallen- 
sdureausscheidung nach dem Tag der Tuscheinjektion wieder 
den erhéhten Wert erreicht. 

Nach dem Versuche wurde das Tier sofort durch Verblutung 
getétet und die herausgenommene Leber mikroskopisch unter- 
sucht. In beiden Priparaten waren die Leberzellen ganz intakt, 
wihrend die Kupfferschen Sternzellen der Leber intensive Kohle- 
aufspeicherung, besonders beim zweiten Versuch, und starke 


Anschwellung zeigten. 
Zusammenfassung. 


Aus den vorliegenden Versuchen geht hervor, dass die 
Gallensiureausscheidung im Hundeorganismus bei der soge- 
nannten Vitalfarbung stark herabgesetzt wird und dass diese 
Herabsetzung nicht tiber 24 Stunden dauert. Durch diese Tat- 
cache ist man berechtigt anzunehmen, dass dic sogenannten 
histiocytiren Zellen, insbesondere die Reticulo-endothelien, bei 
der Bildung der Gallensiiure eine wichtige Rolle spielen. 
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BEZIEHUNG ZWISCHEN AMINOSAUREN UND GALLEN- 
SAUREN BE! DER FETTVERDAUUNG IM DARM. 


Von 


RICHIO KARASAWA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Professor Dr. T. Shimizu.) 


-(Hingegangen am 20. September 1926) 


Bekanntlich ist die hydrolysierende Spaltung der einfachen 
Ester und hohen Glyzeride sehr abhingig von dem kolloidalen 
Zustand und der Reaktion des Mediums, und zwar unterliegt 
sie quantitativ bedeutendem Einfluss verschiedener Fremdkérper. 
Uber den Einfluss der Begleitstoffe auf die lipatische Spaltung 
sind in zahlreichen Arbeiten Untersuchungen angestellt worden, 
und nun ist man nach Willstitter zu der Annahme von 
Enzymkomplexen gelangt, indem man den Einfluss der Aktiva- 
toren und der Hemmungskérper dadurch erklirt hat, dass der 
Einfluss von dem Zustand des adsorbierten Kérpers abhingig 
ist. Er hat verschiedene Adsorbatarten angenommen und zwar 
hat nach ihm ein gewisses Adsorbat eine spezifische, wirksame 
Gruppe des Enzyms durch Adsorption in Mitleidenschaft gezogen ; 
in einem Fall beteiligt sich nur der kolloidale Traiger der aktiven 
Gruppe des Enzyms an der Bindung des Adsorbates mit Substrat 
und im anderen Fall wird die Reaktionssphiire der spezifischen 
Gruppe durch Adsorption gestért. Dadurch kann man die 
Hemmungserscheinung durch zweierlei erklaren, némlich in 
einem Fall durch die Konkurrenzadsorption unter Eintritt nur 
eines der wirksamen Komponenten in das komplexe Adsorbat, 
im anderen Fall durch die Bindung des Enzyms selbst mit 
einem Adsorbat, wodurch die svezifische Gruppe des Enzyms 
beeintrachtigt wird. 

Man kann wohl annehmen, dass die Lipaseaktivierung auf 
der Erzeugung von Kolloidteilechen beruht, indem sie zugleich 
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auf Enzym und Substrat adsorbierend einwirkt, und dass mehrere ~ 
Aktivatoren zu einem Kolloid von gesteigertem Adsorptions- 
vermdgen yverbunden sind, indem sie auf einander einwirken 
und dadurch die Beziehung zwischen Ferment und Substrat 
noch giinstiger wird. Es ist héchst bemerkenswert, dass unter 
den natiirlich vorkommenden organischen Begleitstoffen, die 
auf die lipatische Wirkung einen bedeutenden Einfluss austiben, 
gallensaure Salze und Proteinstoffe sowie Fettsiuren sich finden. 
Dass die die Lipasewirkung beférdernden, wirksamen Bestand- 
teile der Galle die Gallensiuren sind, ist schon friiher erkannt 
und ihre Aktivierungskraft auf die Pankreaslipase von mehreren 
Autoren festgestellt worden. Die Gallensiiureaktivierung kann 
man weder als Co-Ferment, noch als Emulgens erkliren, sondern 
als einen Komponenten eines komplexen Adsorbates mit den 
Proteinstoffen, an denen Ferment und Substrat adsorbieren. Es 
ist festgestellt, dass das Albumin allein die Lipasewirkung auf 
Glyzeride in alkalischer Reaktion hemmt, und dass die Tributy- 
rinspaltung bei alkalischer wie bei saurer Reaktion durch Protein 
stark gehemmt wird. Durch die stalagmometrische Bestimmung 
der lipatischen Tributyrinhydrolyse haben Willstiatter und 
Memmen (1923) den Schluss gezogen, dass die Wirkung des 
Albumins und des Peptons nicht fiir alle Proteine und ihre 
Abbauprodukte vorhanden ist. Sie fanden, dass die Tributy- 
rinspaltung durch Pankreaslipase mit Albumin oder Albumin 
und Pepton stark herabgesetzt wird, wihrend sie durch Amino- 
siure wie Alanin und durch einfache Peptide wie Leucylglyzin 
schwach, und durch ein Tripeptid, Leucylglycylglycin, ausseror- 
dentlich stark gesteigert wird. Die durch Albumin stark ge- 
hemmte Lipasewirkung wird durch Natriumglykocholat etwa 
zum doppelten Werte gesteigert. 

In einer anderen Arbeit habe ich beobachtet, dass die 
Gallensiuren die tryptische und ereptische Eiweissspaltung 
hemmen, und dass die Aminosiurebildung dabei proportional 
herabgesetzt wird. Um den Einfluss der Gallensiiuren auf die 
lipatische Wirkung im Darmkanal naher kennen zu lernen, 
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habe ich verschiedene Mengen der natiirlich vorkommenden 
Aminosiuren mit Gallensiure dem Pankreasverdauungsgemisch 
zugefiigt und die Tributyrinspaltung gepriift. Durch diesen 
Versuch kann man eine Kenntnis tiber das durch Gallensiiure 
bedingte Verhiltnis der Proteasen und Lipase im Darm erhalten. 
Dass das Trypsin auf die Lipasewirkung hemmend einwirkt, 
wurde yon Terroine (1908) und von Mellanby (1914) 
angenommen, aber diese Annahme wird dadurch unwabrschein- 
lich, dass die Herabsetzung der lipatischen Wirkung bei An- 
wesenheit des Trypsins nicht auf dem Hemmungseinfluss desselben 
beruht, sondern auf der durch Trypsinverdauung herbeigeftihrten 
Verminderung des Eiweisses, welches als ein wirksamer Kom- 
ponent des komplexen Adsorbates wirkt. 

In meiner Untersuchung ist es erwiesen, dass alle Amino- 
siuren auf die Esterspaltung durch Pankreaslipase ungleichartig 
wirken. Die eine Aminosiure wirkt hemmend und die andere 
beférdernd. Bemerkenswert ist, dass die Aktivierung der 
Gallensiure auf die Tributyrinspaltung bei Vorhandensein der 
Aminosiure so gesteigert wird, dass sie tiber die Werte, die 
durch die Gallensiure allein erreicht werden, hinausgeht. Die 
Verschiedenheit der Aminosiiureeinfliisse auf die Tributyrin- 
spaltung muss man auf die Verainderungen des Adsorptions- 
verhiltnisses zurtickfiithren. Aber die Einfltisse der Aminoséuren 
allein oder mit Gallensiuren vereint sind im Verhialtnis zu den 
der anderen Proteinstoffe 4usserst gering. Noch wire méglich, 
dass eine Kombination irgend eines mit Glyzerin extrahierten 
Organstoffs mit Aminosiiure die Verinderung des kolloidalen 
Zustandes bedingt, indem der Einfluss der Aminosiure auf die 
Esterspaltung nicht gleich wirksam ist. Bei pankreaslipatischer 
Fettverdauung im Darm treten grosse Mengen von Eiweiss und 
von gleichzeitig entstehenden Seifen auf, uud durch beide 
Stoffe wird die Fettverdauung in alkalischer Reaktion stark 
gesteigert. Bei giinstiger Eiweissverdauung kénnen die entstan- 
denen Aminosiuren anstatt des Eiweissmolekiils bei der Adsorp- 
tionserscheinung eine gtinstige Rolle spielen. Aber bei diesem 
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Umstand wird die Lipasewirkung viel weniger beeinflusst als 
‘bei der Anwesenheit von Eiweiss. Dass die Gallenséuren im 
alkalischen Medium auf die tryptische und ereptische Eiweiss- 
spaltung hemmend wirken und dass der hemmende Einfluss 
der Aminosiiuren allein auf die lipatische Hydrolyse der Fette 
durch den Zusatz von Gallensiuren beseitigt wird, ist fiir die 
Verdauung des Eiweisses und des Fettes ein giinstiger Vorgang, 
und es tritt eine Regulierung zwischen beiden Verdauungen ein. 


EXPERIMENTELL. 


Das nach Willst&tter (1923) bereitete trockne Pankreas- 
pulver des Schweines wurde mit 15 fachem Volumen Glyzerin bei 
38° 15 Stunden lang extrahiert, der Extrakt 45 Minuten zentri- 
fugiert und das Zentrifugat abgenutscht. Das Filtrat wurde 
als Lipaselésung zum Versuch verwandt. Die zugefiigten 
Aminosiuren sind Glykokoll, d-Alanin, Leucin und Asparagin- 
siure in einprozentiger Lésung, und Tyrosin in heissgesittigter 
Lésung, die mit Natronlauge neutralisiert wurden. Die zur 
Beférdering der Lipasewirkung benutzten Gallensiuren sind 
Cholsiure, Desoxycholsiure und das Gemisch beider Séuren, 
die alle als Natriumsalz einprozentig gelést sind. Das Phos- 
phatgemisch von -PH 8,043 wurde als Puffer benutzt. Jede 
Probe enthiélt dieselben Mengen des Fermentes und des Sub- 
strates und dazu werden verschiedene Mengen der Aminosiure- 
lésung und noch eine bestimmte Menge der Gallensiurelésung 
zugesetzt. So kann man die Versuchsreihen in vier Gruppen 
einteilen: 1) ohne Zusatz der Adsorbate, 2) Aminosiurezusatz, 
3) Gallensiiurezusatz, 4) Aminosiure- und Gallensdurezusatz. 
Nach 24 stiindigem Einstellen in den Brutschrank bei 38° 
wurde die entstandene Fettsiure nach K anitz (1903) titrimetrisch 

estimmt. In der Untersuchung bin ich auf eine Schwierigkeit 
gestossen, dass nimlich die alkalimetrische Bestimmung der 
Fettsduren bei Vorhandensein der Aminosiuren durch grésseren 
Verbrauch der Alkalilésung unrichtig wird. Diese Tauschung wird 
dadurch erklirt, dass sich die Carboxylgruppe der Aminosiiuren 
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an der Titration beteiligt und einen von seinem Dissoziationsgrad 
durch die Alkoholkonzentration sehr verschiedenen Titrationswert 
zeigt, welcher von der absoluten Alkoholmenge unabhingig ist. 
Um diese Taéuschung zu vermeiden, habe ich nach Sérensens 
Prinzip (1907) neutrales Formol in das Verdauungsgemisch 
gebracht und mit N/10 NaOH titriert. Bei der Ausftihrung der 
Bestimmung wurde die betreffende Menge der Aminosiiurelésung 
unter denselben Bedingungen als Kontrolle mit Lauge titriert 
und der Verbrauch der Lauge bei der Titration der Verdauungs- 
proben als Werte der Aminosiiure benutzt. Die Bestimmung 
wurde also doppelt ausgefihrt. 

Wie die Tabelle I zeigt, wird die lipatische Tributyrin- 
hydrolyse durch die Begleitung des Glykokolls etwas gehemmt. 
Aber die Beférderung durch die Gallensiuren bzw. Desoxy- 
cholsiure wird durch Zusatz von Glykokoll noch gesteigert. 
Der Einfluss ist von der Menge des Glykokolls abhingig. 

Die Tabelle II zeigt, dass das Alanin auf die Tributyrin- 
spaltung einen giinstigen Einfluss austibt, der durch Zusatz von 
Gallensiure verstaérkt wird. 

Aus der Tabelle III ist ersichtlich, dass das Tyrosin wie 
Glykokoll auf die Lipasewirkung hemmend wirkt. Bei diesem 
Versuch habe ich keine bestimmten Resultate erhalten, die 
Beforderung durch Gallensiiure unter Zusatz von Tyrosin wird 
nimlich in einem Fall nur wenig gesteigert und im anderen 
sogar etwas herabgesetzt. 

Aus der Tabelle IV kann man sehen, dass das Leuzin allein 
oder mit Gallensiiure wie Alanin eine beférdernde Wirkung auf 
die lipatische Tributyrinspaltung hat. 

Die Tabelle V zeigt, dass die Asparaginsdiure allein oder 
mit Gallensiure auf die Lipasewirkung einen sehr schwach 
beférdernden Einfluss ausiibt. 
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Versuch mit Glykokoll und Gallenséure. 


TABELLE I. 


: . 5,0 cem Puffer; 2,0 ccm Glyzerinauszug, 
Jede Probe : 0,5 ececm Tributyrin ; 0,5 ccm Toluol i 


gebrauchtes NaOH 


Wasser | Glykokoll- | Cholat- |Desoxychol- ccm 
Nr. lésung losung atlosung 
com cem ccm ccm ; : 
Versuch | Versuch 
1 5,0 = = _ 15,6 14,2 
2 4,0 1,0 = = 8 4) ae 
3 3,0 2,0 = a 15,3 13,7 
4 2,0 3,0 — = 15,1 13,6 
5 3,0 = 2,0 -- 20,7 18,3 
6 2,0 1,0 2,0 — 20,7 18,2 
7 1,0 2, 2,0 23 20,9 18,4 
8 = 3,0 2,0 = 21.0 18,5 
9 3,0 = - 2.0 21,5 19,8 
10 2,0 1,0 = 2,0 21,8 20,0 
11 1,0 2,0 = 2,0 21,9 20,2 
12 = 3,0 = 2,0 21,9 20,3 
13 3,0 = 1,0 1,0 20,9 20,1 
14 2,0 1,0 1,0 1,0 21,1 20,2 
15 1,0 2,0 1,0 1,0 21,3 20,8 
16 2 3,0 1,0 1,0 21,6 21,2 
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Versuch mit Alanin und Gallensiure. 


Jede Probe : 


TABELLE II. 


5,0 ccm Puffer; 2,0 cem Glyzerinauszug ; 
0,5 ccm Tributyrin ; 0,5 cem Toluol. 


19 


3 


gebrauchtes NaOH 
Wasser Alanin- Cholat- |Desoxychol- ccm 
Nr. losung lésung atlosung 
ccm com com ccm I, IMs 
Versuch | Versuch 
il 5,0 - — ~ 13,6 14,5 
2 4,0 1,0 — 13,8 14,6 
3 3,0 2,0 == — 14,5 15,2 
+ 2,0 3,0 —_ — 14,8 15,4 
5 3,0 a 2,0 = 17,2 ilype 
6 2,0 1,0 2,0 = 17,5 17,4 
7 1,0 2,0 2,0 - 7,9 iW 
8 = 3,0 2,0 — 18,3 18,4 
9 3,0 — —- 2,0 20,3 20,9 
10 2,0 1,0 ~ 2,0 20,4 21,4 
11 1,0 2,0 -- 2,0 20,9 21,5 
12 = 3,0 — 2,0 20,9 21,5 
18 3,0 — 1,0 1,0 18,7 19,6 
14 2,0 1,0 1,0 1,0 195A 19,9 
15 1,0 2,0 1,0 1,0 19,3 20,0 
16 = 3) 1,0 1,0 19,6 20,2 
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Versuch mit Tyrosin und Gallensiure. 
TABELLE III. 
saa Hebe Oe ae 
gebrauchtes NaOH 
Wasser | Tyrosin- Cholat- |Desoxychol- ccm 

Nr; losung losung atlosung 

ccm com com ccm L16 Ly. 
Versuch | Versuch 

1 5,0 = : = 14,7 16,4 
2 4,0 1,0 = = 14,4 16,2 
3 3,0 2,0 = = 14,5 16,1 
4 2,0 3,0 = = 14,4 16,1 
5 3,0 — 2,0 — 22,0 23;1 
6 2.0 1,0 2,0 = 21,9 23,0 
of 1,0 2,0 2,0 — 21,9 22,9 
8 = 3,0 2,0 = 21,9 23,1 
9 3,0 _ 2,0 21,8 23,4 
10 2,0 1,0 ca 2,0 21,9 23,3 
11 1,0 2,0 a 2,0 22,0 23,5 
12 — 3,0 = 2,0 22,2 25,6 
13 Ay - 1,0 1,0 21,8 23,2 
14 2,0 1,0 1,0 1,0 20,7 23,2 
15 8,0 2,0 1,0 1,0 21,8 23,0 
16 = 3,0 1,0 1,0 21,9 23,2 
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Versuch mit Leucin und Gallensiure. 


TABELLE IV. 


: . 6,0 com Puffer; 2,0 ccm Glyzerinauszug ; 
Jede Probe : 0,5 ccm Tributyrin ; 0,5 cem Toluol. % 


gebrauchtes NaOH 
Wasser Leucin- Cholat- |Desoxychol- ccm 
Nr. losung losung atlésung 
ccm eem ecm ecm Te x 
Versuch | Versuch 
1 5,0 a — oe 15,8 13,4 
2 4,0 1,0 = == 16,1 13,6 
3 3,0 2,0 = = 16,2 WH 
4 2,0 3,0 = — 16,3 13,9 
5 3,0 — 2,0 — 18,9 geil 
6 2,0 1,0 2,0 = iG) ih Wee 
7 1,0 2,0 2,0 = 110)33 17,6 
8 = 3,0 2,0 _ 19,4 17,6 
9 3,0 == == 2,0 21,9 20,3 
10 2,0 1,0 — ae 22,0 20,5 
11 1,0 2,0 — 2,0 22,2 20,7 
12 — 3,0 ~- 2,0 22, £0,8 
13 3,0 == 1,0 1,0 19,2 18,6 
14 2,0 1,0 1,0 1,0 19,4 18,6 
15 1,0 2,0 1,0 1,0 19,4 18,7 
16 — 3,0 1,0 1,0 19,8 18,9 
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Versuch mit Asparaginsaure und Gallensaure. 


TABELLE V. 


5,0 ccm Puffer; 2,0 ccm Glyzerinauszug ; 


Jede Probe : 0,5 ecm Tributyrin; 0,5 ccm Toluol. 


gebrauchtes NaOH 
Wasser | Asparagin-| Cholat- |Desoxychol- cem 
Nr. sdurelésung| ldsung atlosung 
com ecm ecm ccm 5 cS 
Versuch | Versuch 
1 5,0 — — = 14,1 15,3 
2 4,0 1,0 == — 14,1 15,4 
3 3,0 2,0 — _- 14,2 15,4 
+ 2,0 3,0 — — 14,2 15,6 
5 3,0 _ 2,0 a 19,0 18,6 
6 2, 1,0 2,0 — 19,2 18,8 
7 1,0 2,0 2,0 = 19,2 18:7 
8 = 3,0 2,0 — 19,2 18,6 
9 3,0 — == 2,0 19,4 19,8 
10 2,0 1,0 aS: 2,0 19,5 19,8 
11 1,0 2,0 = 2,0 19,5 19,9 
12 = 3,0 = 2,0 19,6 19,9 
138 3,0 = 1,0 1,0 1953 19,6 
14 2,0 1,0 1,0 1,0 19,3 LOST 
15 1,0 2,0 1,0 1,0 19,2 19,8 
16 = 3,0 1,0 1,0 19,4 19,8 
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ZUSAMMEMFASSUNG. 


1. Bei alkalischer Reaktion wirkt die Aminosiure wie 
Glykokoll und Tyrosin auf pankreaslipatische Tributyrinhydrolyse 
schwach hemmend, wihrend Alanin und Leuzin mehr férdert. 
und Asparaginsiiure darauf fast keinen Einfluss austibt. Die 
Hemmung sowie Beférderung nimmt mit der Menge der zuge- 
setzten Aminosiure zu oder ab. 

2. Die Gallensiuren mit Aminosiuren, wie Glykokoll, 
Alanin, Leuzin, Asparaginsiure und Tyrosin, beférdern die 
Pankreaslipasewirkung starker als die Gallensiure allein. 

3. Aus diesem Ergebnis wird der Schluss gezogen, dass 
die Giftigkeit der Aminosiuren fiir die Lipasewirkung durch 
die Gallensiure herabgesetzt wird und die Gallensiure auf die 
Fettspaltung im Darm giinstig wirkt, indem sie dabei einen 
hemmenden Einfluss auf die Eiweissverdauung ausiibt. 


LITERATUR. 


Kanitz (1903), Berichte d. deutsch. chem. Ges. 36, 391. 
Mellanby, J. (1914), Journal of physiol. 48, 284. 
Sdrensen (1907), Biochem. Zeitschr. 7, 45. 

Terroine (1908), Soc. Biol. 65, 395. 

Willstatter (1923), Hoppe-Seylers Zeitschr. 125, 132. 
Derselbe (1923), Ebenda 129, 1. 


UBER DAS VERHALTEN DER GALLENSAUREN 
BE! DER EIWEISSVERDAUUNG. 


1) Uber den Einfluss der Gallensauren auf die Eiweiss- 
hydrolyse und auf die Eiweissyerdauung durch Trypsin. 


2) Uber die Bedeutung der Choleinsadurebildung 
bei der Eiweissverdauung. 


. Von 
RICHIO KARASAWA. 


3) Uber den Einfluss der verschiedenen Gallensauren auf 
die Eiweissyerdauung durch Erepsin. 


Von 
MASATO SHODA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Professor Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 20. September 1926.) 


Bei der Eiweissverdauung im Darm spielen die Proteasen, 
Trypsin und Erepsin aus Pankreas und Darm eine Hauptrolle 
und sie kommen im Darm immer mit der Galle in Beriihrung. 
Deshalb ist es seit langem ein interessantes Thema gewesen, 
wie die Galle und ihre Bestandteile im Darm sich gegen Tryp- 
sin- und Erepsinwirkung verhalten und welchen Einfluss diese 
Fermente auf die Eiweissspaltung auszutiben vermiéigen. Dass 
ein Abschluss der Galle vom Darm keine nennenswerte Schadig- 
ung der Hiweissverdauung zu bedingen braucht, ist schon 
friiher bestitigt worden, aber die zahlreichen Untersuchungen 
tiber den Einfluss der Galle und Gallensalze auf die Protea- 
senwirkung habenverschiedene Resultate ergeben. In der vorlie- 
genden Untersuchung wurde berichtet, wie die Kiweissspaltung 
im Darm durch die verschiedenen Gallensiuren beeinflusst wird 
und weiter, wie sich die Spaltungsprodukte des Hiweisses bei 
Anwesenheit der Gallensiiure verhalten. 
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Schon friither wurde im Pawlowschen Laboratorium nach- 
gewiesen, dass die Galle beim Hunde auf die Eiweissverdauung 
durch Trypsin des Pankreassaftes giinstig wirkt. Dieselben 
Schlussergebnisse haben Martin (1890), Zuntz (1900), Rach- 
fold (1899) und andere Forscher erhalten und Wohlgemuth 
(1909) hat gezeigt, dass die Trypsinwirkung des menschlichen 
Pankreassaftes durch Zusatz von Galle fast verdoppelt wird. 
Dagegen haben Chittenden und Albo (1898) entgegengesetzte 
Ergebnisse bekommen, nimlich dass die Vermehrung der Gal- 
lenbestandteile in ktinstlichen Pankreasverdauungsgemischen eine 
Hemmung der Proteolyse bewirkt. Anderseits sind Firth 
und Schiitz (1906) zu dem Schlusse gelangt, dass die Férderung 
der Trypsinwirkung durch die Galle sehr wenig konstant und 
ihre Intensitit sehr gering ist. In diesen friiheren Untersuch- 
ungen war die Reaktion des Mediums nicht beriicksichtigt, aber 
dabei kann die Galle die Reaktion des Mediums veraindern und 
so einen andersartigen Einfluss auf die Eiweissverdauung haben. 
Deshalb ist es von Bedeutung, in der optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Verdauungsgemisches den Einfluss der 
Galle auf die Eiweissverdauung im Darm zu sehen. Dass die 
Trypsin- und Erepsinwirkung auf Eiweissstoffe durch Alkalien 
beschleunigt und durch Siuren gehemmt wird, ist von friiher 
her bekannt, und seit der achtungswerten Bemiithung von Serén- 
sen um die Enzymwirkung ist die Bedeutung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration fiir einzelne Fermentwirkungen klargestellt. 
Nun kann man die Fermenttiitigkeit ohne Beriicksichtigung der 
Reaktion des Mediums untersuchen. Dabei kann die Galle bei 
Eiweissverdauung im Darm eine giinstige Rolle spielen und 
dieses wird wenigstens zum grossen Teile durch den Umstand 
erklart, dass die schwache Alkalinitiit der Galle durch ihr 
Vermégen, die freien Séuren zu fixieren, zu einer giinstigen 
Wasserstoffionenkonzentration der Verdauungsgemische im Darm 
beitragt, in denen das Trypsin und das Erepsin ihre Spaltungs- 
wirkung am besten entfalten kénnen. 

Die viskosimetrische Untersuchung von Quagliariello 
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(1910) ergab, dass das Natriumglykocholat in geringer Ver- 
dnderung der Wasserstoffionenkonzentration keinen bemerkens- 
werten Einfluss auf die Trypsinverdauung des Natriumcasenates 
austibt. Durch das Dialysierverfahren beobachtet Temminck 
(1920), dass die Galle und die Gallensiiuresalze auf die Amino- 
siure produzierende Fermentwirkung des Trypsins keinen direk- 
ten Einfluss ausiiben, erklairt aber, dass sie unter der Verinder- 
ung des koagulierten Eiweisses, durch die Herabsetzung der 
Oberfliichenspannung des Mediums, die Trypsinwirkung erleich- 
tern. Nach dem Mettschen Verfahren sieht Ringer (1922), 
dass die Gallenséiuresalze die Quellung des Eiweisses bei der 
alkalischen Reaktion nicht sehr, aber die lésende Wirkung des 
Trypsins stark hemmen, und zwar, dass die Trypsinwirkung auf 
das gequollene Fibrin durch ein geringeres Aquivalent gallen- 
saurer Salze schon nahezu ganz aufgehoben wird, trotzdem die 
Quellung noch nicht merklich abgenommen hat. Durch den 
Versuch mit reinem Natriumglykocholat hat er dasselbe Ergebnis 
erhalten. Daher hat er die Ansicht ausgesprochen, dass die 
gallensauren Salze dabei zweierlei bewirken; einerseits durch 
einen méglichen Einfluss auf die Quellung die lésende Wirkung 
des Trypsins herabsetzen und anderseits wahrscheinlich durch 
eine Anhiufung an der Substratoberfliche infolge ihrer starken 
Oberflachenaktivitat eine mechanische Behinderung ftir die Fer- 
mentwirkung darstellen. Herzfeld (1915) hat den Versuch 
tiber die Eiweisshydrolyse ausgeftihrt und berichtet, dass die 
Gallensiiurealkalien die Peptisation der Fibrinflocken aus Blut 
sehr beschleunigen: daher hat er erklirt, dass die beschleunigte 
teilweise Spaltung des Eiweisses nicht allein auf einer eiweiss- 
lésenden Eigenschaft der Gallenséiurealkalien, sondern vielmehr 
auf einer katalytischen Fahigkeit derselben bei der Hydrolyse 
von Eiweisskérpern beruht, wobei das unlésliche Eiweiss in 
Lésung gebracht wird. Weiter hat er gesehen, dass glykochol- 
saures Natrium wie das Gemisch von gallensauren Alkalien die 
Abbauwirkung der wirksamen Bestandteile des Trypsins, die er 
im Dialysat der Fermentlésung erhalt, verstirkt. 
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In vorliegender Untersuchung haben wir gesehen, dass die 
Eiweissspaltung durch Proteasen aus Pankreas und Darmwand 
durch Zusatz von Gallensiiuren stark gehemmt wird und dass 
der Einfluss je nach der Art der Gallensiiure -verschieden auf- 
tritt. Die Trypsinwirkung beeinflusst die Cholsiure ebenso wie 
Desoxocholsiiure hemmend, aber die Acet- und Stearincholein- 
siure wirken viel schwiicher als die Cholsiiure und die Desoxy- 
cholsiure. Auf die Peptidverdauung des Erepsins wirken die 
Cholsiure, Desoxycholsiure, Gallodesoxycholsiure und Hyodes- 
oxycholsiure fast in gleicher Weise hemmend. Weiter haben 
wir aus dem Verdauungsgemisch des Trypsins irgendwelche 
gepaarten Gallensiiuren zu isolieren versucht, aber wider Erwar- 
ten haben wir keine stickstoffhaltigen Gallensiuren, aber bei 
Desoxycholsiureversuchen eine Choleinsiure mit héherer Fett- 
siure erhalten. Seit Wieland (1916) wissen wir, dass die 
Choleinsiurebildung ftir Fettverdauung und Fettresorption im 
Darmkanal eine notwendige Rolle spielt, aber wir glauben noch, 
dass die Desoxycholsiure durch die Choleinsiurebildung ihre 
Toxitét auf die eiweissspaltenden Fermente verringert, indem 
sie sich mit der gleichzeitig sich abspaltenden Fettsiiure verbin- 
det. Dieser Vorgang stimmt mit der Tatsache gut tiberein, dass 
die Desoxycholsiure die Fettspaltung giinstig beeinflusst. Daher 
kann man behaupten, dass die Choleinsiéiurebildung im Darm 
ein Regulierungsvorgang fiir die Eiweissverdauung ist und 
gleichzeitig der Fettverdauung einen grossen Dienst erweist. 
Die Pankreatitis sowie das Duodenalgeschwiir werden von Klini- 
kern sehr umstindlich behandelt und die Selbstverdauung des 
Pankreas und Darms durch Trypsin und Erepsin ist eine viel 
umstrittene Frage. In neuerer Zeit begegnet man in der Lite- 
ratur der Beobachtung, dass der frische Pankreassaft aus der 
Pankreasfistel durch Gallenzusiitze seine gewebsverdauende Kraft 
viel stirker entfaltet, und dass das pankreatitische Geschwiir 
‘durch die Infiltration von frischer Galle immer verschlimmert 
wird. Mit den Bestandteilen der Galle kann man diese Erschei-_ 
nung nicht véllig erkléren, aber es handelt sich wahrscheinlich 
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um einen biologischen Einfluss. Ist diese Deutung erlaubt, so 
ist der Einfluss der Gallensiuren auf die Proteasen ein sehr 
zweckmissiger Vorgang, indem dadurch die Giftigkeit des Tryp- 
sins und des Erepsins sehr verringert wird. 


EXPEIRMENTELL. 


I. Uber den Einfluss der Gallens&iuren 
auf die Eiweisshydrolyse. 


Um den Herzfeldschen Versuch von dem beschleunigen- 
den Einfluss der Gallensiuren auf die Eiweisspeptisation naiher 
nachzuprtifen, wird die Hydrolyse des Blutfibrins unter Zusatz 
von Gallensiuren ausgefiithrt; dabei wurde die folgende Unter- 
suchungsreihe gebraucht, die je 3 Gramm Fibrinflocke in jedem 
Kolben enthilt. 

1) 80ccm destilliertes Wasser. 

2) 40ccm destilliertes Wasser und 40ccm 1% ige Chol- 

siurelésung. 

3) 40ccm destilliertes Wasser und 40 ccm 1 % ige Desoxy- 

cholsiurelésung. 

4) 80cem 0,4 % ige Natriumkarbonatlésung. 

5) 40cem 0,8 % ige Sodalésung und 40 ccm 1 % ige Chol- 


siurelésung. 
6) 40ccm 0,8 % ige Sodalésung und 40ccm 1 % ige Des- 
oxycholsiurelésung. 


Die Gallensiurelésungen wurden als 1 % ige genau neutra- 
lisierte Natriumsalzlésungen verwendet. Nach 24 stiindigem 
Stehen unter Toluol im Brutschrank bei 37° wurde jede Probe 
filtriert, mit Wasser gut gewaschen und in dem Filtrat und 
Waschwasser wurden die Stickstoffmengen nach Kjeldahl] be- 


stimmt, die folgende Werte zeigen: 


1) 2,64 mg. 2) 2,64 mg. 3) 2,78 mg. 
4) 3,06 mg. 5) 3,06 mg. 6) 3,20 mg. 


Aus diesen Werten kann man sehen, dass die Desoxychol- 
siiure die Eiweisshydrolyse bei neutraler oder alkalischer Reaktion 
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ganz leicht beférdert, dass dagegen die Cholsiiure keinen Einfluss 
darauf ausiibt. Auf Grund der Tatsache, dass die mit Sulfosali- 
cylsiure und Essigsiiure erzeugte Fallung beim Erwirmen zum 
Teil sich auflést, hat Herzfeld die Anwesenheit der Albumosen 
angenommen, und er behauptet, dass unlésliches Eiweiss bereits 
in Wasser einer schwachen Hydrolyse unterworfen ist, wobei 
sehr geringe Mengen von Eiweissabbauprodukten entstehen, und 
dass durch Zusatz von Gallensiurealkalien diese Spaltung wesent- 
lich beschleunigt wird. Aber die Fallung mit Essigsiure und 
Sulfosalicylsiure, die nur bei Anwesenheit der Gallensiurealkalien 
auftritt, scheint mir die der Gallensiure zu sein, die durch 
Zusatz von Siiuren befreit wurde; bekanntlich lést sich die 
Gallensiure in warmer Hssigsiure bedeutend auf. Der Herz- 
feldschen Ansicht, die nur auf einer Fallung beruht, kann ich 
nicht beistimmen. Weiter habe ich den Albumosenstickstoff 
in dem Eiweisshydrolysat folgendermassen bestimmt: 

1) 10¢ Fibrinflocken in 100cem Wasser. 

2) 10g Fibrinflocken in 100ccm 0,4 % iger Natriumkar- 

bonatlésung. 

3) 10¢ Fibrinflocken in 50cem Wasser und 50 ccm 1 % 

iger Natriumcholatlosung. 

4) 10¢ Fibrinflocken in 50cem Wasser und 50cem 1 % 

iger Natriumdesoxycholatlésung. 

Jede Probe wurde mit Toluol tiberschichtet, im Brutschrank 
bei 38° 48 Stunden lang aufbewahrt und das Gemisch mit 
Monokaliumphosphat gekocht. In dem Filtrat und dem Wasch- 
wasser wurden die Albumosen mit Zinksulfat véllig gefallt und 
kjeldahlisiert; die Stickstoffwerte zeigen folgendes: 

1) 742mg. 2) 7,70mg. 8) 7,63mg. 4) 7,84mg. 

Aus den Resultaten ist ersichtlich, dass die Stickstoffwerte 
der Albumosen hier auch keine nennenswerten Erhéhungen 
zeigen. Durch diese Experimente ist erwiesen, dass die Gallen- 
siure auf die Eiweisshydrolyse keinen merklichen Einfluss 
austibt. 
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Il. Uber den Einfluss der Gallens&iuren auf 
die Trypsinverdauung des Eiweisses. 


Als Trypsin habe ich ein trocknes Pankreaspulver, welches 
nach Willstatter (1923) aus Schweinepankreasdriise erhalten 
wurde, und ,, Pank-Comet ‘‘, das von der Kuroda-Gesellschaft 
za Osaka geliefert wurde, benutzt. Als Substrat wurden haupt- 
sichlich Fibrinflocken aus Rinderblut verwendet, und noch 
Muskelfleisch, welches gekocht, gut ausgepresst und getrocknet 
wurde. Die Verdauung wurde in sodaalkalischer Lésung bei 
PH 8,2 ausgefiihrt. 

Der Versuch wurde in folgender Weise ausgefiihrt. 

Je gleiche Mengen des Substrates und Pankreaspulvers in 
verschiedene Kolben verteilt, mit Puffer und Gallenséuresalz- 
lésungen, die mit Natriumkarbonat zu der bestimmten Wasser- 
stoffionenkonzentration gebracht wurden, versetzt, mit Toluol 
bedeckt, in einen Brutschrank bei 37° 72 Stunden lang gestellt 
und taglich 2 mal tiichtig geschiittelt. Nach der Beendigung 
der Digestion wurde das koagulierte Eiweiss jeder Probe durch 
Kochen mit Essigsiure und durch Versetzen mit Tanninlésung 
vollig entfernt und das tiberschiissige Tannin mit Baryt und 
das iiberschiissige Baryt mit Schwefelsiure befreit. In dem 
Filtrat wurde der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 
In dem Filtrat der Schwefelsiure-Phosphorwolframsiurefallung 
wurde der Monoaminosiurestickstoff und in der Fallung mit 
ammoniakalischer Silberlésung der Purinbasenstickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden alle auf 
Kilogramm Substrat umgerechnet. 

Aus der Tabelle I und II kann man sehen, dass Cholsiure 
und Glykocholsiure die tryptische Eiweissspaltung hemmen, und 
zwar, dass sich die Hemmung mit der Vermehrung der zuge- 
setzten Gallensiiuremenge vergréssert. Aber der Hemmungsgrad 
ist von der absoluten Menge der Cholsiure und Glykocholsadure 
unabhingig, d.h. die gréssere Menge der Cholsidure und bzw. 
Glykocholsiure beeinflusst die Trypsinwirkung relativ schwéicher 
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Versuch mit Cholsaure. 
TABELLE I. 
Jede Probe: Versuch I. 12g Fibrinflocke’ 
2,5g¢ Pankreaspulver. 
Versuch II. 30g Muskelfleisch 
2,5¢ Pankreaspulver. 
Die Gesamtstickstoffmenge wird auf kg Substrat umgerechnet. 
Puffer- N/10 Na- Cholsiuremenge. Cxsamat NW, 
Nr menge. cholat. & 
ccm. ecm & % T Il 
1 100,0 — = — 76,4928 28,7911 
2 97,0 Sh 05122 0,12 75,4317 | 28,0748 
3 95,0 5,0 0,204 0,20 | 73,0452 | 27,9285 
4 90,0 10,0 0,408 0,41 67,4836 | 26,2754 
5 35,0 15,0 0,612 0,61 | 66,9825 | 26,0315 
6 70,0 30,0 1,224 1,22 64,0284 — 
7 30,0 70,0 2.856 2,86 61,8291 25,9339 
Versuch mit Glykocholsiure. 
TABELLE II. 
Jede Probe: 12¢ Fibrinflocke 
2,0 g Pankreaspulver. 
Putter- N/10 Na- Glykocholséiuremenge. 
Nr menge. |Glykocholat. Geearaty 
com. cem eo Wa = 
5 40 
1 100,0 — — 73,0866 
2 97,5 2,5 0,116 0,12 72,0178 
3 95,5 4,5 0,209 0,21 71,9074 
4 91,5 8,5 0,395 0,40 68,9176 
5 87,0 13,0 0,605 0,61 67,2539 
6 74,0 26,0 1,209 1,21 66,8715 
a 38,0 62,0 2,883 2,88 65,0145 
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mi Verhaltnis zu der geringeren Menge. 


Versuch mit Desoxycholsiure. 
TABELLE III. 
Jede Probe: Versuch I. 12¢ Fibrinflocke 
2,9 ¢ Pankreaspulver. 
Versuch IJ. 30g Muskelfleisch 
2,9 g Pankreaspulver. 


ee eee) cee 
ean. ccm g % I IL 
1 100,0 = = — | 73,5420 | 30,2040 
2 97,0 3,0 0,118 0,12 | 73,2288 | 29,6643 
3 95,0 5,0 0,196 0,20 | 69,6023 | 28,4230 
4 90,0 10,0 0,392 0,40 | 62,3983 | 28,0744 
5 85,0 15,0 0,588 0,59 | 62,3988 | 27,8327 
6 70,0 30,0 1,176 1,18 | 61,2850 os 
7 30,0 70,0 2,744 2,74 | 60,9826 | 27.0046 


Bei Anwesenheit von Desoxycholsiure wird die Trypsin- 
wirkung bei der Eiweissverdauung herabgesetzt. Aber eine 
geringere Menge der Desoxycholosiiure beeinflusst sie vielsch- 
wiicher als dieselbe Menge Cholsiiure. 


Versuch mit Acetcholeinsiure. 
TABELLE IV. 
Jede Probe: 12¢ Fibrinflocke 
2,5 ¢ Pankreaspulver. 


A | Gebun- 
Acetcholein- 
Pufter- N/5 Na cs dene ; 
Nr menge. | choleinat. PU ae Ag Desoxy- cme 
ecm ccm : OF cholsadure. 5 

> 79 g 
a 100,0 = = : = 74,2645 
2 97,0 3,0 0,136 0,14 0,118 | 74,2645 
3 95,0 5,0 0,226 0.23 0,196 | 73,4109 
4 90,0 10,0 0,452 0,45 0,392 | 72,2287 
5 85,0 15,0 0,675 0,68 0,088 70,9814 
6 70,0 30,0 1,356 1.8 1,176 | 68,9104 
7 30,0 70,0 3,164 3,16 2,744 | 66,1087 
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Um die Wirkung der als ein Komponent der Choleinsiiure 
mit Fettsiure gebundenen Desoxycholsiure mit der der freien 
Desoxycholsiiure zu vergleichen, wurde bei diesem Versuch eine 
eréssere Menge Acetcholeinsiiure verwendet, damit dieselbe Menge 
Desoxycholsdiure als Choleinséure genau wie bei dem reinen 
Desoxycholsiureversuch in den Versuch gebracht werden kann. 
Wie erwartet, zeigt die Acetcholeinsiure einen schwacheren Hem- 
mungseinfluss auf die Trypsinverdauung. Die Tatsache, dass 
die mit Essigsiure addierte Desoxycholsiure einen schwéacheren 
viftigen Einfluss auf die Trypsinverdauung als die freie austibt, 
bietet fiir die physiologische Erforschung der Gallenséiuren eine 
interessante Erkenntnis. 


Versuch mit Stearincholeinsaure. 
TABELLE VY. 


Jede Probe: 12¢ Fibrinflocke 
2,5 ¢ Pankreaspulver. 


: : Gebun- 
sr | Rutter | NBONa | cinstremenge. | pfeRe,_ |Gesamtn. 
com ecm. * cholsaure. is 
g % 2 
il 100,0 — — — = 78.0084 
2 96,6 3,4 0,129 0,13 0,118 77,6245 
3 94,4 5,6 0,214 0,21 0,196 | 76,4008 
4 88,8 11,2 0,427 0,48 0,392 76,9804 
5 83,1 16,9 0,641 0,64 0,588 74,3071 
6 66,9 33,1 1,282 1,28 1,176 | 72,6519 
a 21,3 78,7 2,991 2,99 2,744 70,2976 


Diese Choleinsiure wurde unter denselben Bedingungen 
wie bei dem Acetcholeinsiureversuch gepriift und ich habe 
gleiche Ergebnisse erhalten. Diese Choleinsiiture kommt in der 
Galle des Menschen und des Tieres vor und kann sich im Darm- 
kanal bilden, wie es in dem Versuch III nachgewiesen worden 
ist; so kann die Hemmungswirkung der Desoxycholsdiure phy- 
siologisch herabgesetzt werden. 
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Versuch auf die Fraktionsbestimmung. 


Diese Versuche stellen keine bemerkenswerten Folgerungen 
dar. Aus der Tabelle VI und VII sieht man, dass die absolute 
Menge des Momoaminosiurenstickstoffs und Purinbasenstickstoffs 
mit der Menge der Gallensfuren umgekehrt sich vermindert, 
aber der Prozentgehalt fiir den Gesamitstickstoff gar keine 
merkliche Verinderung zeigt. 


I. Uber die Bildung der Choleinsdure im 
Verdauungsgemisch von Pankreassaft. 


Der Verdauungsriickstand des Muskelfleisches und die Tan- 
ninfallung des Eiweisses wurden auf dem Dampfbade getrocknet 
und mit Alkohol wiederholt extrahiert. Der Extrakt wurde von 
Alkohol befreit, aus dem Riickstand wurden die Fettsdiuren 
durch Petrolitherextraktion entfernt und mit Chlorbariumlésung 
oder Bleizuckerlésung versetzt; doch habe ich keine Salze der 
stickstoffhaltigen Gallensiure erhalten. Bei dem Desoxychol- 
siiureversuch wurde eine schéne, in Nadeln kristallisierte Gallen- 
sdiure nach Latschinoffschem Verfahren (1885) erhalten. Ihre 
Eigenschaften stimmen mit der der Stearincholeinsiure gut 
liberein und die Analysenzahl und Aquivalentbestimmung er- 
gaben die betreffenden Werte. Sie kann mit Natriumathylat 
zur ihrem Komponenten Desoxycholsiure und zu héherer Fett- 
sure hydrolysiert werden. Aus diesem Ergebnis ist ersichtlich, 
dass die in den Darm gebrachte Desoxycholsiure mit der héheren 
Fettsiure die Choleinsiure bildet. Diese Tatsache stimmt mit 
der Brugschen Behauptung (1923) tiberein, dass die Fettresorp- 
tion im Darmkanal nach dem Choleinsiureprinzip zu stande 
kommt. Dariiber, ob die freie Gallensiure sich mit Glykokoll 
oder Taurin im Darmkanal paaren kénne, ist eine weitere aus- 
fihrliche Untersuchung ndtig. 


IV. Uber den Einfluss der Gallenséiuren auf die 
ereptische Peptidspaltung. 
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Die Darmschleimhaut des gesunden Hundes wurde aseptisch 
abgezogen, nach Willst&tter (1926) out zerrieben und mit 5- 
fachem Volumen Glyzerin extrahiert. Die Glyzerinausziige 
wurden koliert und im Eisschrank aufbewahrt. Vor dem Ver- 
such wurden sie mit 3 fachem Volumen Wasser versetzt, tiber 
Nacht stehen gelassen und 5 Minuten lang zentrifugiert. Das 
Zentrifugat wurde als Erepsinlésung benutzt. Als Substrat wurde 
eine 5% ige Wittepeptonlésung angewandt. 

Die Versuche wurden folgendermassen ausgefiihrt. 

Je 40 ccm der Fermentlésung und der Peptonlésung wurden 
in einen Kolben verteilt, dazu verschiedene Mengen der Gallen- 
siurelésung (2,5-7,5ccem) hinzugefiigt und mit 10 ccm Puffer- 
lésung von PH 8,0 und mit Wasser zu dem gesamten Volumen 
115cem gebracht. Die Gallensiurelésung wurde als Natrium- 
salzlésung verwendet, welche 1% Séure enthalt. Um die 
Faulnis zu vermeiden, wurden dem Gemisch je gleiche Volumen 
Chloroform zugeftigt und dasselbe mit Toluol tiberschich et. 
Jede Probe. wurde in einen Brutschrank bei 37° gestellt. Nach 
48 stiindiger Digestion wurde sie wie bei dem Trypsinversuch 
behandelt und die Gesamtstickstoffmenge nach [jeldah] bestimmt. 


Versuch mit Cholsiure. 


TABELLE VIII. 


Cholat.- Cholsiuremenge. x eee at-N. 
Nr losung. = : 
cem g % I It 
1 Ss . 2 106,4 119,0 
2 2.5 0,025 0,022 96,6 114,0 
3 5,0 0,050 0,044 93,8 112,0 
4 7,5 0,075 0,065 84,0 109,2 


Die Gesamtstickstoffmenge wird auf kg Substrat umgerechnet. 
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Versuch mit Desoxycholsaure. 


TABELLE IX. 


pees ~ | Desoxycholsiuremenge. Gesamt-N. 
Ne cho at- g 
ldsung. % I Ir 
cem id 2 22) 
it — — — 85,4 114,0 
2 2,5 0,025 0,022 84,0 112,0 
3 5,0 0,050 0,044 81,2 106,4 
4 7,5 0,075 0,065 78,4 103,6 


Die Cholsiure und die Desoxycholsiure hemmen die Peptid- 
spaltung durch Erepsin ziemlich stark, und die Cholsdiure scheint 
der Desoxycholsiure etwas tiberlegen in ihrer Hemmungswirkung. 


Versuch mit Gallodesoxycholsiure. 
TABELLE X. 


Gallodesoy-| Gallodesoxycholsidure- Gesamt-N. 
Ne cholat- menge g 
losung 
ccm g % Hh IL 
1 = = = 91,0 120,4 
2 2,5 0,025 0,022 91,0 110,6 
3 5,0 0,050 0,044 81,4 105,0 
4 7,5 0,075 0,065 77,0 96,2 
Versuch mit Hyodesoxycholsiure. 
TABELLE XI. 
Hyodesoxy-| Hyodesoxycholsiure Gesamt-N. 
Nir cholat- menge g 
losung. 
cem g % I Il 
1 — = = 119,0 102,2 
2 2,5 0,025 0,022 116,8 99,4 
3 5,0 0,050 0,044 114,8 95,2 
4 UGS 0,075 0,065 111,5 91,0 
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Diese Isomeren der Desoxycholsiure bewirken die Peptid- 
spaltung durch Erepsin etwas anders und die Gallodesoxychol- 
sdiure beeinflusst sie stirker als Hyodesoxycholsiure. 

Der Einfluss der Gallensiuren auf die Hiweissverdauung 
durch Erepsin ist je nach der Art der Gallensiiuren verschieden. 
Man kann sehen, dass unter den Gallensiuren die Cholsiure 
die stairkste Hemmungswirkung fir die Peptidspaltung des 
Erepsins zeigt und dass die Hemmungswirkung sich der Reihe 
nach bei Gallodesoxycholsiure, Desoxycholsiure und Hyodesoxy- 
cholsiure ganz allméhlich vermindert. 
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UBER DEN EINFLUSS DER GALLENSAUREN AUF DEN 
EIWEISSSTOFFWECHSEL BZW. PURINSTOFFWECHSEL 
UND UBER DIE BEDEUTUNG DER CHOLEINSAURE, 


Von 


RICHIO KARASAWA. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zw Okayama. 
Torstand: Professor Dr. T. Shimidzu.) 


(Eingegangen am 20. September 1926) 


In der vorigen Untersuchung beobachtete ich (1926), dass 
die Organautolyse durch Zusatz von Gallensiuren herabgesetzt 
wird und dass die Nukleinspaltung dadurch etwas gesteigert 
wird. Weiter untersuchte ich den Einfluss der Gallensiuren 
auf den physiologischen Eiweissstoffwechsel bzw. Purinhaushalt, 
und ich habe bei Kaninchen experimentell bewiesen, dass der 
Nukleinstoffwechsel durch die Gallensiuren gesteigert wird, wie 
ich auch erwartet hatte. Dieses den Nukleinstoffwechsel betref- 
fende Ergebnis muss eine interessante merkwitirdige Tatsache 
sein. 

Das Hauptendprodukt des Nukleinstoffwechsels ist bekannt- 
lich die Harnséiure; sie wird bei Sdéugetieren fast quantitativ 
weiter zu Allantoin oxydiert und im Urin ausgeschieden, und 
geringe Mengen Purinkérper werden auch in den Faces aus- 
geschieden. Dariiber haben Brugsch und Rother (1922) die 
Ansicht ausgesprochen, dass eine grosse Menge Harnsiure mit 
der Galle in den Darm ausgeschieden wird, die als enterotro- 
pische Harnséiure bezeichnet und von der in Harn ausgeschie- 
denen urotropischen Harnsiure unterschieden wird. Harpuder 
(1923) aber behauptet, dass die Menge der mit der Galle aus- 
geschiedenen Harnsiiure im Verhiltniss zu der des Harns sehr 
gering ist, so dass sie fir den Purinstoffwechsel von keiner 
merklichen Bedeutung sein kann. Friiher haben Kriiger und 
Schittenhelm (1902, 1905) bei dem Fiitterungsversuch der 
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purinhaltigen Nahrung gerade umgekehrt wie im Harn haupt- 
sichlich Guanin und Adenin in den Fiices gefunden, aber eine 
viel geringere Menge Xanthin und Hypoxanthin ; deshalb halten 
diese Autoren diese Purinkérper nicht fiir Stoffwechselprodukte, 
die durch die Galle aus der Leber geliefert werden, sondern 
fiir Produkte aus dem Sekret des Darms und des Pankreas. 

Die urotropische Harnsiiure wie die Purine teilt man nach 
ihrer Quelle in zwei verschiedene Arten, némlich einerseits in 
endogene, die aus dem Zellkern des Organismus und anderseits 
in exogene, die aus den Nahrungsnukleinen stammen. Die 
endogene Purinausscheidung ist individuell konstant und nach 
den verschiedenen Individuen stellt sie eine wechselnde Grésse 
dar. 

Schon Burian und Schur (1897), sowie Mendel und 
Leavenworth (1907) haben beobachtet, dass der Nuklein- 
komponent der Nukleinstoffe sich im Siugetierorganismus bilden 
kann, und der Fiitterungsversuch von Me. Collum (1909) 
beweist, dass die Nukleinsynthese im Organismus ohne Einnahme 
von Nukleinsiiure oder Purinkérpern als Nahrung stattfinden 
kann. Zweifellos sind die endogene Harnsiiure und die Purine 
auf Dissimilationsprodukte der Nukleinstoffe des Organismus 
zuriickzuftihren, und bei der nukleinfreien Ernihrung muss die 
Regeneration der dabei sich zersetzenden Kernsubstanzen durch 
die Synthese aus den nativen Proteinstoffen stattfinden. Dieser 
intermediire Purinstoffwechsel ist auf die Wirksamkeit der 
Fermenttitigkeit zuriickzuftihren. Seit der Popoffschen Beo- 
bachtung (1898) eines Fermentes, welches die unldslichen 
Nukleinstoffe lésen und verindern kann, sind die verschiedenen 
Enzyme, welche die Verainderungen des Purinmolekiils bewirken 
kénnen, von mehreren Autoren fast in allen Organen nach- 
gewlesen worden. 

Bekanntlich wird die Ausscheidung der endogenen Harnpu- 
rine durch verschiedene Momente beeinflusst, und zwar durch die 
Muskeltatigkeit, durch Verdauungsprozesse und durch nervése 
Erregung. Die Ausscheidungsinderungen durch verschiedene 


Gallensauren und Eiweiss- bzw. Purinstoffivechsel. 147 


Chemikalien und Arzneien sind mehrfach untersucht worden, 
aber wir haben keine endgiiltige Erklirung fir sie. 

Um den Einfluss auf den Purinstoffwechsel kennen zu 
lernen, muss man die Quelle der endogenen Purinausscheidung 
und die Fermentwirkung beriicksichtigen. Im Falle, dass sich 
die endogenen Harnsiiurewerte als erhéhte erweisen, kann es 
sich um eine vermehrte Bildung der Harnsiure, eine Herab- 
setzung der Retention oder der Zerstérung der gebildeten 
Harnsiiure, oder um eine vermehrte Abgabe urotropischer Harn- 
siure durch die Funktionsstérung der Leber oder der Niere 
handeln. Dass bei gesteigertem Zerfall der Leukozyten auch 
vermehrte Harnpurinausscheidung auftritt, ist von Kitithnau 
(1895) und von Loewy (1901) beobachtet worden. 

In vorliegender Untersuchung beobachtete ich, dass die 
Tiere durch Injektion von verschiedenen Gallensiuren eine 
niedrigere Gesamtstickstoffmenge des Harns als Norm, dagegen 
vermehrte Werte des endogenen Harnpurinstickstoffs zeigten. 

In der Literatur begegnet man zahlreichen klinischen 
Mitteilungen tiber die Ausscheidungsinderungen der endogenen 
Harnsdure bei verschiedenen ikterischen Erkrankungen. Die 
Angaben der meisten Autoren beruhen darauf, dass die Frage 
der endogenen Harnsiureausscheidung nach der Herkunft des 
Ikterus ganz verschieden zu bewerten ist, und dass bei hama- 
togenem und galleniéurefreiem die Vermehrung der Harnsiure 
nicht in Betracht kommt. Ullmann (1923) hat nach der Héhe 
der Harnsiiureausscheidung im Harn eine Gruppierung der 
ikterischen Krankheitsfaille in drei Kategorien vorgenommen 
und fand die Mengenwerte bei Gallenfarbstoffikterus, Okkulsions- 
ikterus, Leberzirrhose und leichtem katarrhalischen Ikterus wie 
bei dem Gesunden ganz normal, bei mittelschwerem Icterus 
catarrhalis einen etwas vermehrten Wert, und bei Leberatrophie 
einen héchsten Wert der Harnsiiureausscheidung. HExperimentell 
hat Kraus (1921) beobachtet, dass bei Lebernekrose eine erhéhte 
Ausscheidung der Harnsiure und der Purinbasen im Urin auf- 
tritt. Die hohen Werte der Harnsiure im Harn werden dadurch 
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erklirt, dass die vermehrte Harnsiure aus dem zerfallenen 
Leberparenchym entstanden ist. Zweifellos spielt die Leber fir 
den Purinstoffwechsel eine wichtige Rolle, und sie bewirkt dabei 
einerseits die Bildung und die Aufspeicherung. der Harnsiure 
und anderseits die Spaltung und Ausscheidung der gebildeten 
Harnsiure. Ob die vermehrten Harnsiurewerte beim Zerfall 
des Leberparenchyms nur der Stérung der Leberfunktion zu- 
zuschreiben sind, ist eine viel umstrittene Frage. Ich méchte 
hier an eine autolytische Enzymwirkung denken. Mit Sicher- 
heit kann man vermuten, dass der Eiweissstoffwechsel der Organe 
dem postmortalen autolytischen Vorgang sehr nahe steht und 
dass, je nachdem ihre Vitalitét verloren geht, die IFerment- 
wirkung kraftiger auftritt. Die Folge davon ist, dass das 
Organeiweiss in lésliche Bestandteile zerfallt und von dem Blut 
weggeschwemmt wird. Das bewirkt die Atrophie der Organe. 
Obwohl der Entstehungsmechanismus der Lebernekrose bei 
Stauungsikterus unter den Pathologen strittig ist, glaube ich, 
dass sie der Giftigkeit der Gallensiuren zuzuschrieben | ist. 
Es ist durch die histologischen Befunde der Leber bei Tolui- 
lendiaminvergiftung und bei Weylscher Erkrankung beobachtet 
worden, dass in diesen Fallen die Leber nicht nekrotisch wird. 
Hs ist wohl méglich, dass die Gallensiure dabei nicht mitgewirkt 
hat, und dass dadurch die Harnsiiture im Harn sich nicht vermehrt 
findet. So bewirkt der beférdende Einfluss der Gallensiuren auf ” 
die Nukleasentiitigkeit nach dem Grade der Atrophie oder der 
Organe mehr und mehr eine Steigerung der Harnsiurebildung 
und damit eine Vermehrung der Ausscheidung im Harn. Diese 
Tatsache ist durch das Resultat vorliegender Untersuchung und 
klinischer Beobachtung bewiesen. 

Yonemura (1926) hat in hiesigem Institut bemerkt, dass 
die Gallensiuren eine leukolytische Eigenschaft haben. Und es 
kann nicht au geschlossen sein, dass bei Zufuhr von Gallen- 
siuren der gesteigerte Zerfall der Leukozyten zu einer gesteigerten 
Purinkérperbildung und damit zu einer erhéhten Ausscheidung 
der Harnséure und der Purine im Urin fiihrt. 
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Obwohl die Gallensiure fiir die Verdauung, die Resorption 
der Fette im Darm und fiir die Ausscheidung der Lebergalle 
héchst entbehrlich ist, wirkt sie doch nach Adler (1925) in 
Kérperflissigkeiten stark oberflachenaktiv und dadurch fiir den 
K6rper sehr giftig. Nach Wieland (1920), Hildebrand 
(1919) und Neubauer (1928) ist die Giftigkeit der Gallensiuren 
von ihrer Oberflichenaktivitit abhingig. Unter den Gallensiuren 
wirkt die Desoxycholsiure am stirksten oberflichenaktiv. Des- 
halb muss sie fir den Korper stark giftig sein. Uber die 
Giftigkeit der Desoxycholsiiure und ihrer Isomeren sind von 
vielen Autoren, wie Wieland (1920), Neubauer (1919), 
Yonemura (1926) und Schoda und Tominaga (noch nicht 
verdffentlicht), Untersuchungen angestellt worden. Jedenfalls 
kommen die giftige Desoxycholsiure und ihre isomere Anthro- 
podesoxycholsiiure als Choleinsiure in Menschengalle nicht 
wenig vor. Es wurde von Brugsch und Frankel (1923) 
bestiitigt, dass die Resorption der Fette im Darm durch das 
Wielandsche Choleinsiureprinzip (1916) zustande kommt. 

In den vorigen Mitteilungen habe ich (1926) bemerkt, dass 
die Gallensiuren den Eiweissstoffwechel unter Herabsetzung 
allgemein beeinflussen, und zwar ist diese Beeinflussung je nach 
der Art der Gallensiiuren ginz verschieden. Dabei habe ich 
noch berichtet, dass die Desoxycholsiure in Gewebsautolyse mit 
den hoéheren Fettsiiuren eine Choleinsiure, die in Menschengalle 
vorkommt, bildet. Nun habe ich auch tiber das Schicksal der 
verschiedenen Choleinsiuren, wie der Acet- und Kampfercholein- 
siure, im Gewebe Untersuchungen angestellt und gefunden, 
dass die Choleinsiéuren hier in ihre Komponenten gespalten 
werden und sich ein Komponent Desoxycholsiiure mit der 
héheren Fettsiure vereinigt und neue Choleinsiure bildet. Diese 
Choleinsiure beeinflusst den Eiweissstoffwechsel viel weniger 
als die Desoxycholsiiure. Wie man aus dem Versuch (III) 
sehen kann, gilt dies auch ftir den Purinstoffwechsel ; Stearin- 
choleinséiure beeinflusst den Purinstoftfwechsel weniger als die 
Cholsiure und Desoxycholséiure. Dieses Ergebnis zeigt, dass 
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die Choleinsiiurebildung der Desoxycholsiiure im Kérpergewebe 
ein durch die Fettsiuren bedingter Entgiftungsvorgang ist. 
Diese Entgiftungserscheinung habe ich auch bei Eiweissverda- 
uung durch Trypsin beobachtet. Dadurch ist es véllig erwie- 
sen, dass die Choleinsiurebildung mit héheren Fettsféuren nicht 
nur eine gtinstige Resorption der Fette im Darm gestattet, 
sondern auch den Zweck hat, die Giftigkeit der Desoxy- 
cholsiiure herabzusetzen. 


VERSUCHE. 


Als Versuchstiere wurden im Kifig ruhig gehaltene kriftige 
Kaninchen benutzt. Nachdem die Stickstoffausscheidung im 
Harn innerhalb 24 Stunden einige Tage hindurch anniihernd 
konstante Werte gezeigt hatte, wurde die Gallensiure in 
Natriumsalzlésung subkutan injiziert. Die 1% ige Natriumsalzl6- 
sung wurde drei Tage hindurch morgens 2 ccm eingespritzt. Der 
tiigliche Harn wurde von morgens 8 Uhr bis folgenden Morgen 
8 Uhr gesammelt und durch Katheterisieren scharf abgegrenzt. 
Im Fall, dass der Harn alkalisch war, wurde er jedesmal mit 
Essigsiure zur Lésung der Sedimente angesiiuert, mit Wasser 
za einem bestimmten Volumen aufgeftllt und filtriert. Das 
Kérpergewicht des Tiers wurde direkt nach der Entleerung des 
Harns abgewogen. 

Die Nahrung war wihrend der Versuchsdauer ganz gleich 
wie sonst. 

Die tagliche Nahrung war folgende: 

50 g. trockene Okara (Riickstand des Sojabohnengallerts). 

50g. Gemiise. 

200 ccm Wasser (100 com Wasser wurde mit Okara gemischt 
und 100 ccm Wasser wurde mittelst Schlundsonde zugefiihrt) 

Das Okara enthalt 0,52% Stickstoff (nach Kjeldahl) und 
0,0068% Purinstoffe (nach Burian und Hall (1903)). 

Im Harn wurden bestimmt : 

1. Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 

2. Harnstoffstickstoff mit Ureasemethode 
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3. Ammoniakstickstoff nach Folin (1902) 

4. Purinkérperstickstoff nach Salkowski-Ludwig (1884) 

Zweifellos sind die Hauptbestandteile der Harnpurine des 
Kaninchens die Allantoine, aber es sind noch wenige Harn- 
séituren und andere Purinkérper darin enthalten. Daher benutzte 
ich die oben beschriebene Methode, die die gesamten Purinkérper 
im Harn ausfallen liess. 

In dem Versuche habe ich die Natriumsalzlésungen der 
Cholsiure, der Desoxycholsiure und der Stearincholeinsiure, 
die 1 Prozent davon enthalten, angewandt. 


Versuch I. Cholsawre. 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass der Purinkérperstick- 
stoff durch die Injektion der Cholatlésung, im Gegensatz zu 
dem Gesamtstickstoff, vermehrte Werte als Norm zeigt. Die 
Harnstoff- und Ammoniakstickstoffe zeigen keine merkbaren 
Mengeniinderungen. 


Versuch II. Desoxycholsaure. 


Die'Tabelle zeigt dieselben Werte wie bei der Cholsiureprobe. 
Versuch LIL. Stearincholeinsaure. 

Ich habe die Stearincholeinsiure angewandt, die bei Or- 
ganautolyse durch Zusatz von Desoxycholsiure natiirlich gebildet 
worden war. 

Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, tibt die Injektion der 


Stearincholeinsiurelésung im Vergleich zu den anderen Gallen- 
siiuren leichter einen Einfluss auf den Eiweissstoffwechsel aus. 


. Karasawa 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der Eiweissstoffwechsel bei Kaninchen wird durch die 
Injektion von Gallensiuren, die in Menschengalle nicht weniger 
vorkommen, beeinflusst, und zwar mit Bezug auf den gesamten 
Eiweiss:toffwechsel hemmend und auf den Purinstoffwechsel 
beférdernd. 

2. Diese Beeinflussung des Eiweissstoffwechsels ist je nach 
der Art der Gallensiiuren ganz verschieden, und zwar ist die 
hemmende Wirkung auf den gesamten Hiweissstoffwechsel und 
die beférdernde Wirkung auf den Purinstoffwechsel der Cholsiure 
und Desoxycholsiiure derjenigen der Stearincholeinsiure sehr 
tiberlegen. 

3. Durch diese Tatsache ist véllig erwiesen, dass der post- 
mortale Eiweissstoffwechsel der Organe bei Anwesenheit der 
Gallensiure mit dem vitalen ganz tibereinstimmend vor sich geht, 
und es ist klar geworden, dass die starke Vermehrung der 
Harnsiiure bei Stauungsikterus nicht nur durch Absprengung 
des Ausscheidenen durch die Galle, sondern dass auch die Cho- 
limie durch Gallensiurediffusion in Gewebe und Organen bewirkt 
werde. 

4. Daraus dass die Gallensiiure den Purinhaushalt stark 
beférdert, kann man wohl schliessen, dass die bekannte de- 
generative Verinderung der Organzellen bei Stauungsikterus 
der toxischen Wirkung der Gallenbestandteile bzw. der Gallen- 
sdure zuzuschrieben ist. 

5. Die Choleinsiiure beeinflusst im Verhiltnis zur Desoxy- 
cholsiure den Eiweissstoffwechsel bzw. Purinstoffwechsel viel 
weniger als es bei postmortaler Organautolyse, auch bei vitaler 
der Fall ist. Durch diese Tatsache ist es klar, dass die Cholein- 
séurebildung der Desoxycholsiure, die natiirlich in der Leber 
stattfindet, nicht nur die giinstige Resorption der Fettsiiuren 
im Darm gestattet, sondern auch den Zweck hat, um die 
Giftigkeit der Desoxycholsiure herabzusetzen, da nimlich die 


Gallenséuren uud Hiweiss- bzw. Purinstoffwechsel. 159 


Choleinsiurebildung eine Entgiftungserscheinung der Desoxy- 
cholsiure ist. 
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UBER DIE STICKSTOFFHALTIGEN 
EXTRAKTIVSTOFFE DER RINDSLEBER. 


Von 


YOSHIHARU HIWATARI. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Kagoshima. Direktor: K. Yoshimura). 


(Eingegangen am 27. September 1926) 


Die Frage nach den stickstoffhaltigen Extraktivstoffen der 
Leber ist schon von verschiedenen Forschern bearbeitet worden. 
Die in der Literatur befindlichen Angaben dariiber rithren 
hauptsiichlich von alteren Autoren her. Ohne hier eine voll- 
stiindige Literaturtibersicht geben zu wollen, erwahne ich nur, 
dass vor allem Smorodinzew (1912) die Extraktivstoffe der 
Ochsenleber systematisch untersucht hat. 

Ich habe mich auch damit beschiftigt, die stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffe der Rindsleber weiter systematisch zu erforschen, 
um einige bisher noch nicht isolierte Stotfe als Bestandteile der 
Lebersubstanz konstatieren zu kénnen. Mir ist es gelungen, in 
den frischen normalen Rindslebern die Gegenwart von Carnosin 
an den Tag zu legen, das bis jetzt als ein Bestandteil der Leber 
noch nicht beschrieben wurde 


Experimentelles. 


Zaniichst wurde eine kurz nach der Schlachtung entnom- 
mene, von den Gefissen, der Gallenblase befreite, und von dem 
dabei ausfliessenden Blut gereinigte Leber eines Rindes gewogen; 
das Gewicht betrug 2970 ¢. Die aus verschiedenen Teilen der 
Leber gesammelten Massen wurden in einer Fleischhackmaschine 
zerkleinert. Fiir die Analyse wurde die Probe in gewéhnlicher 
Weise behandelt. Die Ergebnisse der Analyse waren folgende: 


AVNASS OL aesteeratiats calc eels sects icicle ors) sts lols ecdicls elele sir-eielaieciecel® 71,070 % 
PrOCKENSUDStAILZ cise ais oe se cleie's 1s snosereareit ls /,010 6 /c'oyeiw.s 28,930 % 
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In 100 Teilen Lufttrockensubstanz: 


WASSOI e pera cc wlecereceere ae aa ware eloehatalore olaeeeate tale sie! otciate 8,117 % 
gla AEE RAR He ACGORT 06 anc tO OMe ORE Abeoson Ont 4,669 % 
BROWTCEG wire oa os ots we pistale cio ete niatouaters ste mieisce es ateielalal stole otetgas 16.651 % 
ROW PLOtCINY ce rorialetys one oie ots ole oso ietye et oratote tory “tonciele 72,414 % 
Gesamtstickstoth, Sectnee teecile re cere tere ioe serrata 11,586 % 
Hiweissstickstomics ss oi-caeteernsteisg obs otetee ate creo etae sieve ere 8,621 % 
Nicht-Biwieissstickstotiams eres celeste 2,965 % 


Wasserlisliche Stickstoffe in 100 Teilen Lufttrokensubstanz: 


Gesamtstickstolie 2 ome sieise sie cieletel<aesisteleeiseteecioiersts 1,964 % 

iweissstickstothussmes necks cctoctae tee ate era 0,663 % 

INicht=hiyweissstickstotis veneer niece ee eee ceetatee ai 1,031 % 
durch Phosphorwolframsaure fallbarer 

seat | Stickstoft Siac ak Sepa ee 0,456 96 

LAmmoniakstickstotieens) eect see seein 0,026 % 

\Stickstoff in anderer Form .............. 0,549 % 


14kg zerhackte Masse wurde mit dem gleichen Volumen 
heissem Wasser digeriert und in grossen Porzellanschalen auf 
dem Wasserbade erwirmt (80-90°C). Nach dem Erwiirmen, das 
annihernd 1 Stunde dauerte, wurde die Flissigkeit abgegossen 
und der Organbrei durch dichte Gaze ausgepresst. Der Riick- 
stand wurde noch zweimal in derselben Weise mit heissem 
Wasser extrahiert. 

Die vereinigten Extrakte wurden mit Bleiacetat gereingt. 
Nach 24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert und das 
Filtrat mit Schwefelwasserstoff entbleit. Das Filtrat vom Blei- 
sulfid wurde eingeengt und abgedampft, wobei sich ca. 5g 
Harnsiure ausschieden. Fir die Analyse wurde das Priparat 
im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1983 g Substanz gaben 0,0670¢ N. =88,78 % N. 

Berechnet fiir Harnsiure (CsH.N,O3): 33,33 99 N. 

Der Mutterlauge davon wurde 5 % ige Schwefelsiure bis 
zu gentigender Konzentration hinzugefiigt und dann mit einer 
frisch hergestellten gesittigten Phosphorwolframsiurelésung ge- 
fallt. Der entstandene Niederschlag am nichsten Tag abgesaugt 
und mit 5 2 iger Schwefelsiure auf dem Filter gewaschen. 
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DER PHOSPHORWOLFRAMSAURE NIEDERSCHLAG. 


Die aus dem Phosphorwolframat in gewodhnlicher Weise 
dargestellte alkalische Flissigkeit, welche freie Basen enthielt, 
wurde mit Salpetersiiure neutralisiert und mit Silbernitrat ver- 
setzt, wobei ein gelbbrauner Niederschlag entstand. 


Z. Der Silbernitratniederschlag. 
(Purinbasen-Fraktion) 


Der Silbernitratniederschlag wurde mit der Silbernitratlésung 
gewaschen und mit einem Uberschusse von Ammoniak behan- 
delt, um die Silbernitratverbindungen der Basen in die Silber- 
verbindungen derselben iiberzufiithren. Das Filtrat vom nach 
Zerlegung der Silberverbindungen mit Salzsiure entstandenen 
Silberchlorid wurde eingedampft, wobei 2,5¢ Krystalle der 
Chloride entstanden. 

Die Chloride wurden in lauwarmem Wasser aufgelést und 
mit einem Uberchuss von 10 % iger Ammoniaklésung versetzt, 
wobei sich Krystalle von Guanin ausschieden. Nach 24 Stunden 
wurde der Niederschlag abfiltriert und nochmals mit 2 % iger 
Ammoniaklésung behandelt. Der nachgebliebene Niederschlag 
wurde mit verdiinnter Natronlauge gelést und mit Essigsiure 
versetzt, wobei sich 0,7g Guanin ausschieden. Line geringe 
Menge dieser Substanz wurde mit rauchender Salpeterséure auf 
der Platinplatte verdampft wobei ein glinzender gelblicher 
Riickstand blieb, der sich beim Betupfen mit Natronlauge rot 
und beim Erhitzen violettrot und dann schliesslich blau farbte. 

Um mich noch zu versichern, dass die Substanz Guanin 
war, stellte ich das Sulfat und das Pikrat dar. 

Das Sulfat: Das Sulfat bestand aus Nadeln. Fir die 
Analyse wurde es im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1630 ¢ Substanz gaben 0,0556 g N=34,11 9% N. 

Berechnet fiir Guaninsulfat (C;H;N;O2. H.SO,.): 34,98 %N . 

Das Pikrat: Das Pikrat bestand aus gelben Nadeln, die 
in Wasser schwerldéslich waren. 


164 | Y. Hiwatari : 


Beim Erhitzen im Kapillarrohre zersetzten sie sich bei 
260°C (unkorr.). 

Das obenbeschriebene ammoniakalische Filtrat des Guanins 
wurde abgedampt, um Ammoniak zu entfernen, und mit Salz- 
siure angesiuert, dann zur Trockne eingedampft, und mit Alko- 
hol behandelt. Der Rickstand wurde in ca. 100cem Wasser 
gelést und mit einer konzentrierten Natriumpikratlésung ver- 
setzt, wobei sich das Adeninpikrat ausschied. Die Ausbeute 
betrug ca. 1,5¢. 

Das Pikrat: Das Pikrat bestand aus gelben Nadeln mit 
dem Schmelzpunkt 280-282°. 

Das Chloraurat: Das Adeninpikrat wurde durch Salzsaéure 
zerleet. Das so erhaltene Chlorid wurde in das Chloraurat tiber- 
gefthrt. Das Chloraurat bestand aus gelben Saulen, die sich 
bereits bei 250° schwarzten und bei 278-280° zersetzten. Ftir 
die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1080 g Substanz gaben 0,0450 ¢ Gold=41,67 % Au. 

Berechnet fiir Adeninchloraurat (C;H;Ns. HCl. Au Cl): 
41,50 9% Au. 

Das Filtrat vom Adeninpikrat wurde mit Ammoniak alka- 
lisiert und dann mit ammoniakalischer Silbernitratlésung ver- 
setzt, wobei entstandener Niederschlag durch Salzsiure zerlegt 
wurde. Das Filtrat vom Silberchloride wurde zum diinnen 
Syrup eingedampft, dann in 40° Wasser aufgelést. Ein Teil 
dieser Substanz war unléslich geblieben. Die Ausbeute betrug 
0,45 g¢. Die wasserunlisliche Substanz bestand aus farblosem 
Pulver, welches Streckersche Reaktion gab. Fir die Analyse 
wurde das Priiparat im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1102 g Substanz gaben 0,0405 g N.=36,75 9% N. 

Berechnet ftir Xanthin (C;H,N,O.): 36,85 9 N. 

Der Mutterlauge vom Xanthin wurde Natriumpikratlésung 
zugesetzt, wobei sich 0,6 ¢ vom Pikrat ausschieden. 

Das Pikrat: Das Pikrat bestand aus orangegelben Krys- 
tallen. Beim Erhitzen im Kapillarrohre schwarzt n sie sich 
bei 200°. Mit einem Teile dieses Priparates wurde das Chlor- 
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aurat dargestellt. 

Das Chloraurat: Das Chloraurat bestand aus orangegelben 
siulenférmigen Krystallen, welche im Schmelzréhrchen bei 245- 
248° schmolzen. Das Chloraurat wurde im Vakuum bei 100° 
getrocknet und analysiert. 

0,1033 g Substanz gaben 0,0432 ¢ Gold=41,81 % Au. 

Berechnet fiir Hypoxanthinchloraurat (C;H,N,OHCl. Au 
Cls): 41,42 96 Au. 


2. Der Silbernitrat- wnd Barythydratniederschlag. 


Das Filtrat vom Silbernitratniederschlage wurde zuerst mit 
einer tiberschtissigen Silbernitratlésung versetzt und dann ge- 
sittigte Barytlésung so weit hinzugeftigt, bis sich ausser weissen 
Silberverbindungen auch braunes Silberoxyd ausschied. 

Der so erhaltene dunkelbraune Niederschlag wurde abge- 
saugt, durch Schwefelsiure vom Baryt und durch Salzsiéure 
vom Silber befreit. Das gebildete Silberchlorid und Barium- 
sulfat wurden abfiltriert und zum Filtrat eine konzentrierte 
Lésung von Phosphorwolframsiure hinzugesetzt. Der Phos- 
phorwolframsiureniederschlag wurde wieder mit Barythydrat 
zersetzt. 

Die so gewonnene alkalische Flissigkeit wurde mit tiber- 
schiissiger Salzsiure angesiuert und eingeengt. Die so ent- 
standene Chloridlésung wurde mit Goldchloridlésung versetzt, 
wobei sich das Chloraurat nicht ausschied. Hierauf versuchte 
ich aus derselben das Platinsalz zu erhalten, was mir gelungen 
ist. 

Das Platinat: Das Platinat bestand aus gelben Sdulen, 
die sich im Kapillarrohre bei 210-220° zersetzten. Bei der 
Analyse gab das Platinat die folgenden Zahlen; 

0,0863 g Substanz gaben 0,0262 g Platin=30,36 % Pt. 

Berechnet fiir Carnosinplatinat (CsHiNsO3. 2HCl, Pt Ch): 
B0,61.% Pt: 
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8. Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydrat- 
niederschlag. 


Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydratniederschlag 
wurde durch Salzsiure vom Silber und durch Schwefelsdéure 
vom Baryt befreit, weiter mit Schwefelsféure solange versetzt, 
bis die Lésung etwa 5 % ig war, und dann mit Phosphorwolf- 
ramsiure gefillt. Der entstandene Niederschlag wurde mit 
Baryt zerlegt und dann in gewohnlicher Weise behandelt. Die 
erhaltene freie Basenlésung wurde mit Salzsiiure stark angesduert 
und eingeengt, wobei sich eine reichliche Menge von Krystallen 
ausschied. Das Chlorid wurde in Alkohol gelést und absolutal- 
koholische Quecksilberchloridlésung zugesetzt. Der dabei entstan- 
dene Quecksilberchloridniederschlag wurde durch Schwefelwasser- 
stoff zersetzt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde eingeengt 
und dann im Schwefelsiureexsikkator stehen gelassen, es schie- 
den sich hygroskopische Nadeln aus. Die Ausbeute betrug 0,3 g. 

Das Chloraurat: Ein Teil des Chlorides wurde in das 
Chloraurat tibergeftihrt. Es bestand aus gelben Blattern, die 
im Schmelzréhrchen bei 256-265° schmolzen. Fiir die Analyse 
wurde das Chloraurat im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0,1817 g Substanz gaben 0,0581 ¢ Gold=44,12 % Au. 

Berechnet fiir Cholinchloraurat (CsHiNOCI. Au Cls): 44,49 9% 
Au. 

Das Pikrat: Das aus einem anderen Teile des Chlorides 
dargestellte Pikrat bildete diinngelbe Siulen mit dem Schmelz- 
punkt 208°. 

Aus der Mutterlauge des oben beschriebenen Quecksilber- 
niederschlags wurde durch Schwefelwasserstoff das Quecksilber 
entfernt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde eingeengt, 
wobei sich siulenférmige Krystalle ausschieden. Beim Erhitzen 
im Kapillarrohre schmolzen sie bei 261-265°. Die Ausbeute 
betrug 0,15 g. Die Wasserlésung dieses Priparates wurde mit 
Goldchloridlésung versetzt, wobei sich ein dtinngelber kolloidaler 
Niederschlag ausschied, der sich endlich in siulenférmige Krys- 
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talle verinderte. Beim Erhitzen im Kapillarrohre schmolz das 
Chloraurat bei 195°. 

0,1765 g Substanz gaben 0,0747 ¢ Gold=42,32 % Au. 

Die Menge der erhaltenen Substanz war so gering, dass 
ich nicht weiter untersuchen konnte. 


ZUSAMMENFASSUNG DER RESULTATE. 


In der vorliegenden chemischen Untersuchung des Extraktes 
von 14 kg Rinderleber konnte ich mit Sicherheit folgende stick- 
stoffhaltigen Bestandteile isoliert konstatieren: 


1. Harnsaure 6,0 g¢ 
2. Guanin Os vias 
3. Adenin (Pikrat) 15555 
4. Xanthin 0,45 ,, 
5. Hypoxanthin (Pikrat) OGe. 
6. Carnosin wenig 
7. Cholin (Chlorid) SHOP 55 


Zam Schlusse spreche ich Herrn Prof. K. Yoshimura fur 
seine stindige Leitung bei dieser Arbeit meinen herzlichsten 
Dank aus. 


LITERATUR. 


Smorodinzew, J. (1912): Hoppe-Seyleyr’s Zeitschr., 80, 218. 


UBER DIE STICKSTOFFHALTIGEN BESTANDTEILE 
DER FRUCHTE VON CITRUS GRANDIS 
OSBECK ; FORM. BUNTAN, HAYAT. 


Von 


YOSHIHARU HIWATARI. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen 
Hochschule zu Kagoshima. Direktor: Prof. K. Yoshimura.) 


(Hingegangen am 27. September 1926) 


Nach den Forschungen mehrerer Autoren ist schon sicher 
bekannt, dass in den Obstsiften der Orangen Vitamine (B und 
C) enthalten sind. Friiher schon konnte C. Funk (1913) drei 
stickstoffhaltige Verbindungen (CyHisN206, C3H7N;O2, DsH,;NOz) 
aus Limonensaft, welcher bekanntlich gegen Skorbut spezifisch 
wirksam ist, und K. Yoshimura (1918) Glykokoll-Betain 
und Stachydrin aus dem Orangensaft isolieren. 

Neuerdings habe ich die stickstoffhaltigen Bestandteile der 
Friichte von Buntan aus Kagoshima untersucht und konnte 
Stachydrin, Glykokoll-Betain und Putrescin isolieren, wortiber 
ich hier berichten méchte. 


Experimenteller Teil. 


Die quantitative Analyse der Probe gab folgende Resultate: 


‘Wasser 89,00 % 
Trockensubstanz 11,00 % 
In 100 Teilen Trockensubstanz: 
Gesamtstickstoff 1,355 
Hiweissstickstoft 0,856 
Nicht-Eiweissstickstoff 0,499 


27ke zerkleinerte Friichte (Saftsiicke samt geringen Men- 
gen von hautigen Scheidewiinden) wurden zuerst ausgepresst und 
dann mit lauwarmem Wasser wiederholt extrahiert. Die Ausztige 
mit Bleiessig gereinigt. Das Filtrat davon wurde durch Schwe- 
felwasserstoff entbleit, zu kleinem Volumen ecingeengt, dann mit 
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Schwefelsiure stark angesiiuert und mit Phosphorwolframsiure 
gefallt. Diese Phosphorwolframatfillung wurde abgesaugt, mit 
5 % iger Schwefelsiiure gewaschen und auf einem Tonteller ge- 
trocknet. Der getrocknete Niederschlag wurde im Mo6rser mit 
Wasser digeriert und mit Baryt so lange zerrieben, bis sich ein 
Hautchen auf der Oberflaiche der Flissigkeit zeigte, dann sofort 
abfiltriert. Das Filtrat wurde durch Kohlenséurestrom vom 
Barium befreit. Die so gewonnene alkalische Flissigkeit, welche 
freie Basen enthielt, wurde mit Salpetersiure neutralisert und 
dann mit Silbernitratlésung versetzt, wobei ein gelbbrauner 
Niederschlag in kleinen Mengen entstand. 


I. Derr SILBERNITRATNIEDERSCHLAG. 


Der Silbernitratniederschlag wurde mit einem Uberschuss 
von Ammoniak behandelt, um die Silbernitratverbindungen der 
Basen in die Silberverbindungen derselben tiberzuftiihren. Die 
nach Zerlegung der Silberverbindungen mit Salzsiure gewon- 
nenen Chloride wurden in Wasser gelést und mit einer kon- 
zentrierten Natriumpikratlésung versetzt, wobei sich gelbe Nadeln 
ausschieden, die im Kapillarrohre bei 264°C (unkorr.) schmolzen. 
Die Ausbeute war so gering, dass ich das Pikrat nicht weiter 
untersuchen konnte. 


‘ 
II. Der SrpernitrRat- UND BarRYTHYDRATNIEDERSCHLAG. 


Das Filtrat vom obenerwihnten Silbernitratniederschlag 
wurde nochmals mit Silbernitratlésung und dann mit der tber- 
schiissigen Barythydratlésung versetzt, wobei ein gelbbrauner ~ 
Niederschlag entstand. Dieser Niederschlag wurde mit Salz- 
sdiure und Schwefelsiiure zersetzt. Das Filtrat vom dabei gebildeten 
Silberchlorid und Bariumsulfat wurde‘mit Phosphorwolframsiure 
gefallt. Der erhaltene Niederschlag wurde in gewéhnlicher Weise 
durch Barythydrat zersetzt und der Uberschuss des Baryts durch 
Kohlenséiure entfernt. Die so gewonnene Basenlésung reagiert 
stark alkalisch. 


Ein Teil dieser Lésung wurde mit Salpetersiiure neutralisiert, 
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im Vakuum eingeengt und im Vakuumexsikkator stehen gelas- 
sen, wobei sich nichts ausschied. Hierauf versuchte ich aus 
einem anderen kleinen Teil der Lésung das Kupfersalz des 
Arginins zu erhalten, aber das gelang nicht. Aus diesem Re- 
sultate kann man sich wohl vorstellen, dass in dieser Fraktion 
kein Arginin yorhanden ist. Die ganze tibrige Basenlésung 
wurde in das Chlorid tibergefiihrt. Das Chlorid bestand aus 
rhombischen Séiulen mit dem Schmelzpunkt 280° und gab Py- 
rrolreaktion. Die Ausbeute betrug 0,2 ¢. 

Das Pikrat: Ein Teil des Chlorides wurde in das Pikrat 
tibergefiihrt. Das Pikrat bestand aus diinngelben Nadeln, die 
im Schmelzréhrchen bei 265° unter Zersetzung schmolzen. 

Das Chloraurat: Das aus einem anderen Teil des Chlorides 
dargestellte Chloraurat bildete kurze Siulen und Tafeln mit dem 
Schmelzpunkt 235-238°. 

Fir die Analyse wurde das Chloraurat im Vakuum bei 100° 
getrocknet. ; 

0,1624 ¢ Substanz gaben 0,0837 g Gold=51,54 % Au. 

Berechnet fiir Putrescinchloraurat (C,HizN2, 2HCl1, 2Au Cl;): 
51,36 % Au. 


III. Das Firrrat vom SILBERNITRAT- UND 
BaRYTHYDRATNIEDERSCHLAG. 


Das Filtrat von der Silbernitrat- und Barythydratfaéllung 
wurde durch Salzsiure vom Silber und durch Schwefelsdéure 
vom Baryt befreit, und dann mit Phosphorwolframséure ver- 
setzt, wobei sehr reichliche Mengen vom Niederschlag erhalten 
wurden. 

Der Niederschlag wurde mit Barythydrat behandelt und in 
die freie Basenlésung verwandelt. Die so erhaltene Basenlésung 
wurde mit Salzsiiure neutralisiert, langsam eingedampft, und 
im Vakuumexsikkator stehen gelassen, wobei sich reichliche 
Mengen von Krystallen ausschieden,; die sich nach voélligem 
Austrocknen durch Behandeln mit kaltem absolutem Alkohol in 
die folgenden zwei Fraktionen trennen liessen. 
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A. Das in absolutem Alkohol unlésliche Chlorid (Betain). 


Der in absolutem Alkohol unlésliche Teil der Chloride 
bestand aus Betain. Doch wurden in demselben anorganische 
Salze nicht gefunden. Die Ausbeute betrug 2,0¢. Beim Er- 
hitzen im Kapillarrohre schmolz das Priparat bei 228°. Eine 
bestimmte Menge des Priparates wurde im Vakuum bei 100° 
getrocknet und analysiert. 

0,3300 ¢ Substanz gaben 0,03066 ¢ N—9,28 96 N. 

Berechnet fiir Betainchlorid (C_HyuNO,.. HCl): 9,12 % N. 

Mit einem Teil des Chlorides wurde das Chloraurat dar- 
gestellt. Das Chloraurat bestand aus gelben Prismen mit dem 
Schmelzpunkt 285°. 

0,1046 g Substanz gaben 0,0454 ¢ Gold=43,40 % Au. 

Berechnet fiir Betainchloraurat (C;Hi,NO.. Au Cli): 438,14 % 
Au. 


B. Das in absolutem Alkohol lésliche Chlorid 
(Stachydrin und Betain). 


Die alkoholische Lésung des Chlorides wurde mit gesiittigter 
alkoholischer Sublimatlésung versetzt, wobei ein reichlicher wei- 
sser Niederschlag entstand. Der Niederschlag wurde abfiltriert, 
mit Alkohol gewaschen und auf einem Tonteller getrocknet. 
Der getrocknete Sublimatniederschlag durch Schwefelwasserstoff 
vom Quecksilber befreit. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid 
wurde stark eingeengt und im Vakuumexsikkator stehen gelassen, 
wobei sich farblose siiulenférmige Krystalle ausschieden. Die 
Ausbeute betrug 8,8g. Die Krystal’e wurden mit absolutem 
Alkohol behandelt. Ein kleiner Teil derselben war unléslich 
geblieben. Das alkoholunlisliche Chlorid wurde im Wasser 
aufgelést und dann in das Chloraurat tibergefiithrt, welches im 
Schmelzréhrchen bei 235° schmolz. Die anderen Eigenschaften 
desselben waren dem Chloride vom Betain ganz gleich. 

0,1205 g Substanz gaben 0,0522 ¢ Gold=43,33 % Au. 

Berechnet ftr Betainchloraurat (D;Hi:NO.. Au Cl:): 43.12 
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% Au. 

Das in absolutem Alkohol lésliche Chlorid gab Pyrrolreak- 
tion. Der Schmelzpunkt war 227-228°. Fir die Analyse wurde 
das Chlorid im Vakuum bei 100° getrocknet. 

0.1311 g Substanz gaben 0,0103 g N=7,85 9 N. 

Berechnet fiir Stachydrinchlorid (C;Hi;NOz. HCl): 7,80 9 N. 

Das Chloraurat: Aus einem Teil des in absolutem Alkohol 
léslichen Chlorides wurde das Chloraurat dargestellt. Das Chlor- 
aurat bestand aus gelben rhombischen Krystallen mit dem 
Schmelzpunkt 232°. 

0,1712 ¢ Substanz gaben 0,0703 g Gold=41,06 % Au. 

Berechnet fiir Stachydrinchloraurat (C;Hi;NO,HCI Au Cl): 
40,82 % Au. 

Das Pikrat: Das Pikrat bestand aus gelben Nadeln, die 
im Kapillarrohre bei 194-195° schmolzen. 


Usrrsicut per REsuLTATE. 


Aus 27 kg zerkleinerten Saftsicken der Friichte von Buntan 
wurden gewonnen: 


Glykokoll--Betain (chlorid) 2,2 ¢ 
Stachydrin (chlorid) 8,52 
Putrescin (chlorid) 0,2 g 


Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. K. Yoshimura fir. 
seine freundliche Unterstiitzung bei dieser Arbeit meinen herz- 
lichsten Dank aussprechen. 
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UBER DAS VERHALTEN DER LEBENSWICHTIGEN 
AMINOSAUREN BEI DER. BEBRUTUNG DES 
HUHNEREIES. 


II. Uber das Verhalten des Cystins resp. Cysteins bei der 
Bebrutung des Hihnereies. 


Von 


YUZO SENDJU. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zw Nagasaki. 
Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 16. November 1926) 


Der gesamte Schwefel der einfachen Proteine ist wahrschein- 
lich in Form einer einzigen Verbindung vorhanden, die bei der 
Spaltung entsteht, des Cystins. Besonders die Keratine der 
Haare, Wolle, Federn sind sehr reich an Cystin, das ein 
unentbehrliches Aufbaumaterial des tierischen Ké6rpers ist. Flr 
das Wachstum der Tiere hat es auch eine besondere Bedeutung. 
Cystin resp. Cystein stehen in genetischem Zusammenhang mit 
einer weiteren schwefelhaltigen Substanz des Tierkérpers, dem 
Taurin, welches bei héheren Wirbeltieren nur in der Galle sich 
findet, und zwar an Cholsiure gebunden als Taurocholsaure. 

In der Fortsetzung meiner Arbeit (1925) tiber das Verhalten 
der lebenswichtigen Aminosiuren bei der Bebriitung des Hiithner- 
eies habe ich mich mit der Frage beschiftigt, wie das Cystin 
dabei sich verhilt. 

Die Bestimmung des Cystins resp. Cysteins selbst geschieht 
folgendermassen : 

Hierklar, Dotter und Embryo (nach dem 7. Bebriitungstage) 
wurden sorgsam getrennt und genau gewogen. Das Eiweiss 
und der zerkleinerte Embryo sofort, der Dotter erst nach dem 
Entfetten, wurden mit 50-100 ccm rauchender Salzsfure am 
Riickflussktihler 20 Stunden lang gekocht. Die Hydrolysen- 
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fliissigkeit wurde mit Tierkohle eine halbe Stunde im Wasserbad 
erwiirmt, filtriert, mit HCl-haltigem Wasser ausgewaschen. Das 
Filtrat samt dem Waschwasser wurde unter vermindertem Druck 
stark eingeengt, auf 100 ccm (bei dem Embryo vom 19. Be- 
briitungstage 250 ccm) gebracht. 

Um das Cystin in Cystein zu reduzieren, wurde die Fliissig- 
keit mit Zinkstaub (0,5 g bei frischen Eiern und 3 tagiger 
Bebriitung, 0,8 g bei 7 und 14 tagiger Bebriitung, 1,0 g bei 
19 tigiger Bebriitung) versetzt und bei Zimmertemperatur 30 
Minuten stehen gelassen. Nach der Bestimmung des Sdure- 
gehalts wurde die Flissigkeit mit Wasser oder Natronlauge auf 
20 ccm gebracht, bis der Gehalt genau 2% HCl betrug. Die 
weitere Behandlung wurde nach Angabe von Y. Okuda (1925) 
ausgeftihrt und das Cystin durch das jodmetrische Verfahren 
bestimmt. 

Durch die auftretende Firbung der Lésung bei diesem 
Versuche konnte ich das Cystin von dem eventuell von vorn- 
herein vorhandenen Cystein nicht getrennt ermitteln. Ich habe 
das Cystin samt dem Cystein als Cystin berechnet. Die Ver- 
suchsresultate waren folgende : 


1. VERSUCHSREIHE. 


Zu den Versuchen wurden frische Hithnereier verwendet. 
Die Befunde sind in Tabelle I verzeichnet. 


TABELLE I. 
Gewicht des| Gehalt an |Gewicht des} Gehalt an | Gehalt an 
Versuchs- | verwendeten|} Cystin im |verwendeten| Cystin im Cystin im 
nummer | FEierklars Hierklar Dotters Dotter ganzen Hi 
in g in g in g ing in g 

il 27,0 0,0924 19,5 0,0601 0,1525 

2 29,5 0,0966 17,0 0,0702 0,1668 

3 25,0 0,0843 17,5 0,0577 0,1420 

4 26,0 0,0808 16,0 0,0628 0,1436 

0,0885 0,0628 0,1512 


Aminosauren ber der Bebriitung. 


2. VERSUCHSREIHE 


iT 


Bei diesen Experimenten kamen 3 Tage lang bebriitete 


Eier zur Anwendung. 


die Befunde. 


TABELLE II. 


Die folgende Tabelle veranschaulicht 


Versuchs- 
nummer 


m 0 


3. VERSUCHSREIHE 


Gewicht des, Gehalt an |Gewicht des| Gehalt an | Gehalt an 
verwendeten| Cystin im |verwendeten| Cystin im Cystin im 
Eierklars Eierklar Dotters Dotter ganzen Hi 
in g ing in g in g in g 

23,0 0,0808 19,0 0,0628 0,1434 
24,5 0,0965 23,0 0,0621 0,1585 
23,0 0,0976 22,0 0.0583 0,1559 
25,0 0,0954 21,5 0,0538 0,1492 

0,0925 0,0592 0,1517 


Nach 7 tagiger Bebriitung wurden Hierklar, Dotter und 


Embryo gesondert auf Cystin verarbeitet. 


Dabei zeigt sich 


folgendes: 
TABELLE III. 
Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gehalt 
8 = des an des an des an an. 
5 a verwen-| Cystin | verwen- | Cystin | verwen- | Cystin | Cystin 
BS deten im deten im deten | im im 
@5 |Nierklars| Eierklar | Dotters | Dotter | Embryos} Embryo |ganzen Ei 
; in g in g in g ing in g in g in g 
aL 9,5 0,0808 20,0 0,0355 13,0 0,0266 0,1429 
2 10,0 0,0887 20,0 0,0355 13,0 0,0224 | 0,1466 
3 9,0 | 0,0821 22,0 | 0,0381 12,0 | 0.0224 | 0,1426 
4 9,0 0,0859 20,0 0,0357 11,0 0.0212 | 0.1428 
0,8044 0,0362 0,0231 | 0,1437 
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4, VERSUCHSREIHE. 


Zu den folgenden Versuchen wurden 14 Tage lang bebriitete 
Hiibnereier verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 
IV zusammengestellt. 


TABELLE IV. 


Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gehalt 
z 4 des an des an des an an. 
Ba |verwen- | Cystin | verwen- | Cystin | verwen- | Cystin | Cystin 
en's deten im deten im deten im im 
= & |Wierklars|Eierklars| Dotters | Dotter |Embryos| Embryo |genzen Ei 
; in g in g in g in g in g ing ing 
; 0,0488 13,5 0,0322 4, 0,0483 | 0,1293 


0,0310 0,1232 


5,0 2 
5,0 0,0466 = 15,0 0,0369 2 
4,0 

5,0 0,0537 0,1301 


0 
0,0412 , 18,0 | 0,0510 18, 
23, 


0 
0 | 0,0399 | 0,1293 
0 

0.0421 | 15,5 | 0,0343 0 


POwNe 


0,0449 0,0386 0,0452 0,1264 


5. \VERSUCHSREIHE. 


Nach 19 tigiger Bebrittung kann man weder Eiweiss noch 
Dotter vom Embryo trennen und deshalb wurde der ganze 
Eiinhalt zusammen auf Cystin verarbeitet. Die Ergebnisse 
werden in der nachfolgenden Tabelle wiedergegeben. 


TABELLE V. 


Gewicht des verwendeten| Gehalt an Cystin im 
Versuchsnummer Embryos | Embryo 
in g in g 
1 36,0 0,1165 
2 38,0 0,1220 
3 38,5 0,1276 
4 36,0 0,1165 
0,1206 


Es folgt nun eine Tabelle, welche die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte von Cystin im Eierklar, im 
Dotter und Embryo enthilt. 
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TABELLE VI. 


@ Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gewicht] Gehalt | Gehalt 
Puce des an des an des an. an 
© =. |verwen- | Cystin | verwen- | Cystin | verwen- | Cystin | Cystin 
® = deten im deten im deten. im bo 
g@  |Eierklars| Eierklar | Dotters | Dotter | Embryos| Embryo ganzen Ei 
e in g in g in ¢g in g in g in g in g 
frisch 26,9 0,0885 Ways 0,0627 _ = 0,1512 
‘age 
3 24,0 0,0925 21,4 0,0592 — — 0,1917 
7 9,4 0,0844 20,5 0,0362 1a 0,0231 0,1437 
14 4,8 0,0447 15,5 0,0386 21,2 0,0432 0,1265 
19 — — — — 37,1 0,1206 0,1206 


Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse im folgen- 
den kurvenmissig dargestellt. 
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UBER DAS VERHALTEN DES KREATINS UND DES 
KREATININS BEI DER BEBRUTUNG 
DES HUHNEREIES. 


Von 


YUZO SENDJU. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki.) 
Vorstand: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 16. November 1926) 


Der Muskel zeigt einen ganz besonderen, nur ihm zukom- 
menden Stoffwechsel, der zur Bildung der eigentlich spezifischen 
Muskelsubstanz, des Kreatins, fiihrt. Die Physiologie des Krea- 
tins und seines Anhydrids, des Kreatinins, ist noch nicht voéllig 
klar. 

Uber das Verhalten dieser beiden Korper bei der Bebriitung 
des Hihnereies liegen bisher nur verhiltnismissig spirliche 
Untersuchungen vor. 

Mellanby (1907) und spiiter Needham (1925) kamen zu 
der Anschauung, dass das Kreatin sich nach 14 tiigiger Bebriitung 
mit fortschreitender Entwicklung des Embryos vermehrt. 

Meine Untersuchungen hatten den Zweck, die Kenntnis 
des bisher wenig erforschten Kreatin- bzw. Kreatininstoffwech- 
sels bei der Bebriitung des Hiihnereies zu erweitern. 

Die Einzelheiten ergeben sich aus den nachstehend ange- 
fiihrten Versuchsprotokollen. 


Experimentelle Belege. 


Kierklar, Dotter sowie Embryo wurden sorgsam getrennt, 
das Eiweiss und der Dotter sofort, der Embryo erst nach dem 
Zerkleinern mit Wasser durchgeriihrt und dann mit der Schenck- 
schen Lésung versetzt, bis das Eiweiss zur vélligen Ausfallung 
gebracht war. Das klare Filtrat wurde mit Schwefelwasserstoff 
behandelt; aus dem Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde der 
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Schwefelwasserstoff unter Durchleiten von Luft vertrieben. Die 
Flitssigkeit wurde hierauf mit Natriumkarbonat genau neutra- 
lisiert und unter vermindertem Druck zu einem bestimmten 
Volumen eingeengt und 10 ccm desselben zur Kreatininbestim- 
mung nach kolorimetrischem Verfahren abgetrennt. Andere 
10 ccm der Fliissigkeit wurden zur Bestimmung des Kreatins 
nach dem Vorschlag von W. Denis in einem 25ccm Kolben 
mit 1ccm Normalsalzsiurelésung eine halbe Stunde lang im 
Autoklaven bei 120° erwirmt. Nach dem Erkalten wurde die 
Lésung mit 10 ccm gesittigter Pikrinsiurelésung und 2ccm 10 
proz. Natronlauge versetzt und das anhydridierte Kreatin wurde 
dann in bekannter Weise kolorimetrisch bestimmt. 
Die Versuchsresultate waren folgende: 


1. Versuchsrethe. 


Bei den Versuchen kamen frische Eier zur Anwendung. 
Die Befunde sind in Tabelle I verzeichnet. 


TABELLE I. 


A. Kreatinin. 


Gewicht des| Gehalt an | Gewicht des| Gehalt an Gehalt an 
Versuchs- | verwendeten| Kreatinin | verwendeten| Kreatinin Kreatinin 
nummer | Hierklars | in Eierklar Dotters im Dotter im ganzen 
in g in mg ing in mg Ei in mg 
1 26,7 0,1678 17,0 0,1825 0,3505 
2 25,0 0,1630 16,7 0,1873 0,3493 
3 26,0 0,1760 17,5 0,1900 0,3661 
4 27,5 0,1622 17,0 0,1849 0,3471 
26,3 0,1685 17,0 0,1862 0,3547 


a 
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B. Kreatin. 


; | Gehalt an Gehalt an | Gehalt an 
Gewicht des) Kreatin im | Gewicht des| Kreatin im | Kreatin im 
Versuchs- | verwendeten| Kierklar als verwendeten| Dotter als | ganzen Ei 
nummer | Eierklars Kreatinin Dotters Kreatinin | als Kreatinin 

ing berechnet in g berechnet berechnet 

in mg in mg in mg 

1 26,7 0,0427 17,0 0,0469 0,0896 

2 25,0 0,0391 16,7 0,0418 0,0809 

3 26,0 0,0441 17,5 0,0450 0,0891 

4 DAS 0,0433 17,0 0,0500 0,0933 

26,3 0,0423 17,0 0,0459 0,0882 


2. Versuchsrethe. 


Zu den Experimenten wurden 3 Tage lang bebriitete Eier 
verwendet. Die Ergebnisse finden sich in die nachfolgenden 
Tabellen zusammengestellt. 


TABELLE II 


A. Kreatinin. 


Gewicht des| Gehalt an | Gewicht des} Gehalt an | Gehalt an 
Versuchs- | verwendeten| Kreatinin |verwendeten| Kreatinin Kreatinin 


nummer | Eierklars |im Hierklar Dotters im Dotter | im ganzen 
in g in mg in g in mg Hi in mg 
1 20,0 0,1514 25,0 0,2025 0,3566 
2 20,0 0,1614 25,0 0,2016 0,3630 
3 22,5 0,1541 23,0 0,2016 0,3557 
4 23,0 0,1409 22,5 0,2117 0,3526 
ALi 0,1526 24,1 0,2043 0,3569 
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B. Kreatin. 
Gehalt an Gehalt an | Gehalt an 
Gewicht des| Kreatin im | Gewicht des| Kreatin im | Kreatin im 
Versuchs- | verwendeten | Eierklar als | verwendeten| Dotter als | ganzen Ki 
nummer | Eierklars Kreatinin Dotters Kreatinin jals Kreatinin 

in g berechnet in g berechnet berechnet 

in mg in mg in mg 

1 20,0 0,0386 25,0 0,0827 0,1213 

2 20,0 0,0445 25,0 0,0759 0,1202 

3 22,0 0,0356 23,0 0,0759 0,1115 

4 23,0 0,0533 22,5 0,0754 0,1276 

PNET 0,0429 24,1 0,0772 0,1201 


3. Versuchsrethe. 


Nach 7 tigiger Bebriitung wurden Eierklar, Dotter und 
Embryo gesondert auf Kreatinin und Kreatin verarbeitet. Die 
folgenden Tabellen veranschaulichen die Befunde. 


TABELLE III. 


A. Kreatinin. 


; Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gehalt 
BS des an. des an des an an 
38 verwen- |Kreatinin) verwen- |Kreatinin| verwen- |Kreatinin Kreatin'n 
a 5 deten. im deten im deten im im 
S = |Hierklars| Kierklar | Dotters | Dotter | Embryos) Embryo ganzen Ei 

in g in mg in g in mg in g in mg in mg 
+ 

il 10,0 0,1634 24,0 0,2002 11,5 0,1811 0,5447 

2 10,0 0,1570 24,0 0,20382 10,0 0,1817 | 0,5419 

3 10,5 0,1541 25,0 0,2032 9,5 0,1651 0,5224 

4 10,0 0,1570 24,5 0,2114 9,0 0,1648 0,53827 

10,1 0,1579 24,4 0, 2045 10,0 0,1730 | 0,534 


ee 
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B. Kreatin. 


2 Gehalt Gehalt Gehalt | Gehalt 
* an : amie | an an 
S Gewicht | Kreatin | Gewicht | Kyeatin | Gewicht Kreatin | Kreatin 
= __des im des im os im im 
a verwen- | Hierklar | VfWeD-| Dotter | VeTWeN-| Embryo| ganzen 
$s deten als deten iG deten als Ea) ais 
a Kierklars Kreatinin Doers Kreatinin Embryos Kyeatinin|Kreatinin 
oO m8 |berechnet 18  |berechnet’ ™ 8 |berechnetiberechnet 
am in mg in mg in mg | in mg 
1 10,0 | 0,0354 | 24,0 | 0,0448 | 11,5 | 0,0988 | 0,1719 
2 10,9 0,0824 24,0 0,0610 10,0 0,0748 0,1683 
3 10,5 0,03885 25,0 0,0663 9,5 0,0646 0,1694 
4 10,0 | 0,0450 | 245 | 0,0528 9,0 | 0,0730°| 0,1708 
10,1 | 0,0378 | 24,4 | 0,0562 | 10,0 | 0,0778 | 0,1718 


4. Versuchsrethe. 


Za den Versuchen wurden 14 Tage lang bebriitete Htthner- 
eler verwendet. Dabei zeigt sich folgendes: 


TABELLE IV. 


A. Kreatinin. 


Gewicht | Gehalt | Gewicht] Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gehalt 


' 

as des an des an des an an 

S68 verwen- |Kreatinin| verwen- |Kreatinin| verwen- |Kreatinin|Kreatinin 

oes] deten im deten im deten im im 

S ze Hierklars| Elerklar | Dotters | Dotter Embryos| Embryo jganzen Ki 
in g in mg in g in mg in g in mg in mg 


6,7 0,1623 14,3 | 0,2135 | 17,5 | 0,2516 | 0,6274 


7,0 0,1666 | 15,0 | 0,2070 | 18,2 | 0,2317 | 0,6053 
5,0 0,1622 | 18,0 | 0,1761 | 19,5 | 0,2402 | 0,5785 


SP CO LD 


6,0 0,1612 16,5 0,1887 20,0 0,2464 0,5963 


6,0 0,1631 | 15,9 | 0,1963 | 18,8 | 0,2425 | 0,6019 


a 
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B. Kreatin. 

i Gehalt Gehalt Gehalt | Gehalt 
iS : an . an F an an 
5 Gewicht | Kyeatin | Gewicht | Kyeatin | Gewicht | Kyeatin | Kreatin 
5 des ite des can des ai en 
5 verweN- | Bierklar | VETWEN- | Dotter | VeWED- | Embryo | ganzen 
a deten als deten als deten als Ki als 
5 |Kierklars x yeatinin) Dotters Kreatinin Embryos Kreatinin/Kreatinin 
5 mg |berechnet| 128 \berechnet| 128 berechnet/berechnet 
a in mg in mg in mg | in mg 
1 6,7 0,0366 14,3 0,1665 17,5 0,7663 0,9694 
Pe WO 0,0428 15,0 0,1354 18,2 0,7270 0,9052 
3 5,0 0,0192 18,0 0,18838 19,5 0,8028 1,0108 
4 6,0 0,0315 16,5 0,1859 20,0 0,9831 1,2005 

6,2 0,0325 15,9 0,1691 18,8 0,8199 1,0215 


6. Versuchsrethe. 


: Nach 19 téigiger Bebriitung kann man weder Eiweiss noch 
Dotter vom Embryo trennen und deshalb wurde der ganze Eiin- 
, halt zusammen auf Kreatinin und Kreatin verarbeitet. Die 

Ergebnisse werden in den nachfolgenden Tabellen wiedergegeben 


TABELLE V. 


A. Kreatinin. 


Gewicht des Gehalt an Kreatinin 
Versuchsnummer verwendeten Embryos im Embryo 
in g in mg 
1 40,5 0,9203 
2 40,0 0,9710 
3 39,5 0,9270 
4 40,5 0,9486 
40,1 0,9417 
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B. Kreatin. 
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Gewicht des 


Gehalt an Kreatin im 


Embryo als 


Versuchsnummer verwendeten Embryos i catiiavierechnot 
a in mg 
1 40,5 7,2546 
2 40,0 7,0473 
3 39,5 7,0473 
4 40,5 7 ,2456 
40,1 7,1509 


Die folgenden Tabellen enthalten die in den verschiedenen 
Versuchen erhaltenen Mittelwerte an Kreatinin und Kreatin im 
Eierklar, im Dotter und im Embryo. 


TABELLE VI. 


A. Kreatinin. 
2 Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gewicht | Gehalt | Gehalt 
5, & des des an. des an an 
= ¢ = | verwen- |Kreatinin) verwen- |Kreatinin| verwen- |Kreatinin Kreatinin 
ce & “| deten deten im deten im im 
* -& |Eierklars| Kierklar | Dotters | Dotter | Embryos] Embryo 'ganzen Hi 
Q in g in mg in g in mg in g in mg in mg 
frisch 26,3 0,1685 AO 0,1862 — — 0,38547 
3 21,7 0,1526 24,1 0, 2048 — — 0,3559 
7 10,1 0,1579 24,4 0, 2045 10,0 0,1730 0,5354 
14 6,2 0,1631 15,9 0,1963 18,8 0, 2425 0,6019 
19 — — — — 40,1 0,9417 0,9417 
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B. Kreatin. 


Gehalt Gehalt Gehalt | Gehalt 


\ ; an : an gee an an 
& | Gewicht) Kreatin | Gewicht) Kyeatin | Gewicht | Kreatin | Kreatin 
5 & & des sa des any des 7m on 
3 Se | Verwen- | Wierklar | VeTWen-| Dotter | YCTWD-| Embryo! ganzen 
Bo, deten. als deten als deten als Ei als 
= |Hierklars lryeatinjin| Dotters lx + | Embryos |x ee ae 
a) 4 Kreatinin| ~: Kreatinin| ™ YO Kreatinin|Kreatinin 
m8 |berechnet] 128  |berechnet| 1 ™8 |berechnetiberechnet 
in mg in mg in mg | in mg 
frisch 26,3 0,0423 17,0 0,0459 = — | 0,0882 
3 Ae a 0,0429 24,1 0,0772 = — | 0,1201 
7 10,1 0.0371 24,4 0,0562 10,0 0,0778 0,1718 
14 6,2 0,0325 15,9 0,1691 18.8 0,8199 1,0215 
19 — —_ — — 40,1 7,1509 | 7,1509 


+ a 
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Auf Grund der Tabellen VI ergibt sich vorstchende graphische 
Darstellung, bei welcher auf der Ordinate die Kreatinin- und 
Kreatinmenge in mg, auf der Abszisse der Zeitpunkt der Be- 
briitung cingetragen ist. 


LITERATUR. 


1) W. Denis, Journal of biolog. chem. 35, 513. 
2) Mellanby (1907), Journal of physiology.36, 474. 
3) Needham (1925), Physiological reviews. 5, 36. 


BILDUNG DER BLUT- UND GALLENFARBSTOFFE 
JM: BEBRUTETEN HUHNEREL 


Von 
YUZO SENDJU. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Nagasaki. 


Vorstand: Prof. M. Tomita.) 
(Eingegangen am 16. November 1926) 


Eine interessante Frage ist die nach der Entstehung der so 
ungemein wichtigen Pigmente der lebenden Organismen, der 
Blutfarbstoffe einerseits, der Gallenfarbstoffe andererseits. Beide 
enthalten Pyrrolringe. Man miisste stets fiir den Blutfarbstoff 
eine Synthese aus Eiweissbruchstiicken annehmen, denn im 
bebriiteten Hithnerei wird ja Haimoglobin gebildet. Die Gallen- 
farbstoffe sind mit.den Blutfarbstoffen chemisch sehr nahe 
verwandt und ihre Entstehung aus Blutfarbstoff ist zweifellos. 

Vor einem Jahre habe ich mitgeteilt, dass das im Hihnerei 
frei und gebunden vorhandene Tryptophan ftir die Bildung der 
Blut- und Gallenfarbstoffe bei der Bebriitung von Bedeutung 
ist (1925). 

Zu dieser Frage einen Beitrag zu liefern, habe ich das 
Studium tiber das Verhalten dieser beiden Farbstoffe im_be- 
briiteten Hiihnerei unternommen. 


Experimentelle Belege. 


I. User pas VERHALTEN DER BLUTFARBSTOFFE BEI DER 
BEBRUTUNG DES HUHNEREIES. 


Fir Ermittelung des Hamoglobingehaltes wurde das kolori- 
metrische Verfahren von Sahli angewandt, welches aber nur 
dann zuverlissig ist, wenn die Blutmenge nicht zu gering ist. 
Aus diesem Grunde konnte ich den Himoglobingehalt nur bei 
der fortschreitenden Entwicklung des Embryos genau ermitteln. 

Die Versuchsresultate seien im folgenden mitgeteilt. 
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1. Versuchsrethe. 


Das Blut des 7 Tage lang bebriiteten Embryos wurde 
méglichst vollstindig herausgenommen, mit Wasser ausgewa- 
schen und der Hamoglobingehalt als salzsaures Hamatin er- 
mittelt. Dabei zeigt sich folgendes. 


TABELLE I. 
Gewicht des verwendeten| Gehalt an Hamoglobin 
Versuchsnummer Embryos im Embryo 

in g in mg 

il 13,5 7,6466 

2 14,0 7,2660 

a: 13,6 6,7470 

- 14,5 8,9268 

7,6466 


2. Versuchsrethe. 


Zu den folgenden Versuchen wurden 14 Tage lang bebriitete 
Hiihnereier verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 
II zusammengestellt. 


TABELLE II. 


Gewicht des verwendeten| Gehalt an Hamoglobin 


Versuchsnummer Embryos im Embryo 
in g in mg 
1 20,0 20,6640 
2 17,0 26,9880 
3 20,0 25,5000 
4 17,5 21,7980 


23,7370 
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3. Versuchsrethe. 


Bei diesen Experimenten kamen 19 Tage lang bebriitete 
Kier zur Anwendung. Die folgende Tabelle veranschaulicht 
die Befunde. 


TABELLE III. 


Gewicht des verwendeten| Gehalt an Hamoglobin 


Versuchsnummer Embryos im Embryo 
in. > in mg 
1 39,0 138,8000 
2 41,0 136,2240 
3 40,0 124,5600 
4 40,0 165,5610 
141,2860 


Die folgende Tabelle enthilt die in den verschiedenen Ver- 
suchen erhaltenen Mittelwerte an Blutfarbstoff. 


TABELLE IV. 
Gewicht des verwendeten| Gehalt an Hamoglobin 
Bebriitungsdauer Embryos im Embryo 

in g in mz 
3 — Spur 
7 BA 7,6466 
14 18,6 23,7370 
19 40,0 141,2860 


Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse im 
folgenden kurvenmissig dargestellt. 
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Il. User pas VERHALTEN DER GALLENFARBSTOFFE BEI 
DER BEBRUTUNG DES HUHNEREIES. 


Eierklar, Dotter sowie Embryo wurden’ sorgsam getrennt, 
das Eiweiss sofort, der Dotter und der fein zerriebene Embryo 
erst nach dem <ntfetten mit Wasser durchgertihrt und auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht. Zur vollkommenen Entfernung 
des Eiweisses wurde das Verfahren mit Trichloressigsdurelésung 
empfohlen. Die mit Chloroform aufgenommenen Gallenfarbstoffe 
wurden nach Angabe von A. Jolles (1899) jodmetrisch er- 
mittelt. 

Die Versuchsresultate seien kurz im folgenden mitgeteilt. 


1. Versuchsrethe. 


Zu den folgenden Versuchen wurden 14 Tage lang be- 
brtitete Eier verwendet. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 
V zusammengestellt. 
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TABELLE V. 
Gewicht des verwendeten| Gehalt an Gallenfarb- 
Versuchsnummer Embryos stoff im Embryo 
in g in mg 
1 20,0 0,2004 
2 17,0 0, 1335 
+3 20,0 0,2004 
t 17,5 0,2670 
5 17,5 0,2004 
0,2008 


2. Versuchsrethe. 


Diesmal wurden 19 Tage lang bebriitete Hihnereier zu den 
Versuchen. verwendet. Die folgende Tabelle veranschaulicht die 
Befunde. 


TABELLE VI. 
Gewicht des verwendeten| Gehalt an Gallenfarb- 
Versuchsnummer Embryos stoff im Embryo 

in g in mg 

1 39,0 1,6003 

2 41,0 2,0040 

3 40,0 1,7368 

4 40,0 1,7368 

5 39,5 2,3760 

1.8907 


Es folgt nun. eine graphische Darstellung, bei -welcher die 
in den verschiedenen Versuchen erhaltenen Mittelwerte an 
Gallenfarbstoff kurvenmdssig eingetragen s‘nd. 
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UBER DAS VERHALTEN DES PYRIDINS, CHINOLINS 
UND DER NIKOTINSAURE IM ORGANISMUS 
DES ECKSCHEN HUNDES. 


Von 
TERUMI KAMEI. 


(Aus der chirurgischen Klinik und dem physiologisch-chemischen 
Institut der medizinischen Fakultét in Nagasaki. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 16. November 1926) 


Vor einigen Jahren hat Tomita (1921) ermittelt, dass 
Milz, Pankreas und Hoden im lebenden Tiere bei der Methy- 
lierung des Pyridins keine ausschlaggebende Rolle spielen. Mit 
elner gewissen Wahrscheinlichkeit hat er dabei geschlossen, dass 
diese Methylierung im lebenden Tier hauptsichlich in der Leber 
zustande komme. ‘Trotz vieler Mithe konnte er das aber nicht 
nachweisen. 

Die Ecksche Fistel erscheint hierbei fiir eine Aufklirung 
der noch strittigen Punkte sehr geeignet. Wenn eine bestimmte 
Funktion bei einem Eckéchen Hunde weiter normal vor sich 
geht, kann man daraus schliessen, dass die Leber hierfiir 
entbehrlich sei. Im Gegenteil dazu muss die Leber als ein 
unentbehrliches Organ erwiesen werden, wenn die Funktion 
dabei im héchsten Grad herabgesetzt ist. 

Aus diesem Grunde benutzte ich den Eckschen Hund zur 
Untersuchung der Frage, an welchem Ort im Tierkérper die 
Methylierung vollzogen wird. Meine Untersuchungen haben 
ergeben, dass sowohl] Pyridin wie Chinolin und Nikotinsiure, 
dem Eckschen Hund verabfolet, im Vergleich zum Kontrolltiere 
sehr wenig in Form der methylierten Verbindungen im Harn 
auftreten. 
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A. User pas VERHALTEN DES Pyripmss mt ORGANISMUS 
DES EcKscHEN HuNDEs. 


Nach wiederholten Nachpriifungen und Bestaétigungen der 
Beobachtung von His (1887), dass das Pyridin im Organismus 
des Hundes eine Methylgruppe aufnimmt und als Methylnyridyl- 
ammoniumhydroxyd zu mehr als £% in den Harn tbergeht, 
wurden einige Versuche am Eckhurd angestellt, deren Resultate 
im folgenden mitgeteilt werden. 

Versuch 1: Seit dem 16. Tage nach der Eckschen Opera- 
tion* wurde dem Hund taglich 0,5 g Pyridin als essigsaures 
Salz in 10 proz. Lésung mittelst Schlundsonde in den Magen 
eingefihrt. Im ganzen wurden 5 g Pyridin verftittert. Die 
Menge des 10 taégigen Harns betrug 2358 ccm. Der Urin wurde 
genau nach Angabe von His (1887) auf Methylpyridylam- 
moniumhydroxyd verarbeitet. 

Es wurden erhalten : 0,2897 g¢ Platinchloriddoppelsalz, nam- 
lich als Methylpyridylammoniumhydroxyd berechnet, 1,08 Proz. 
der urspriinglichen Substanz entsprechend. Das Platinsalz 
krystallisierte in orangeroten Tafeln und schmolz bei 207°. 

0,0440 g Substanz gaben 0,0144 g¢ Pt. =32,72%. 
Ber. fiir (C;sH;N.CH:Cl)z Pt Cl: Pt 32,74% ; 
Gef.: 32,72,%. 

Versuch 2: Seit dem 5. Tage nach der Operation wurde 
dem Tiere taglich 0,5 g Pyridin als essigsaures Salz in 10 proz. 
Lésung subkutan injiziert. Die Fitterung wurde in derselben 
Weise 10 Tage lang fortgesetzt. Aus 3151 ccm Harn wurde 
0,6472 g Platinchloriddoppelsalz erhalten, welches in orangeroten 
Tafeln krystallisierte und bei 207° schmolz. Es entspricht also, 
als Methylpyridylammoniumhydroxyd berechnet, 2,38 Proz. des 
verabreichten Pyridins. 

0,0990 g Substanz gaben 0.0321 ¢ Pt.=32,42%. 


" Fur die liebenswiirdige J eitung der Eckschen Operation bin ich Herrn 
Professor kK. Isobe in der medizinischen Fakultaét der Universitat zu Kyoto 
zu grosstem Dank verpflichtet. 
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Ber. fair (C;sH;N.CH;Cl). PtCh: Pt 32,74%; 
Gef.: 32,42%. 


B. User pas VERHALTEN DES CHINOLINS IM ORGANISMUS 
DES ECKSCHEN HuNDEs. 


S. Tamura stellte zum erstenmal fest, dass das Chinolin 
im Organismus des Hundes in Methylchinoliniumammonium- 
hydroxyd umgewandelt wird u. z. zu 2,9 Proz. der verabfolgten 
Substanz. ; 

Nach der Bestitigung dieser Beobachtung habe ich einige 
Versuche am Eckhunde angestellt, deren Resultate im folgenden 
mitgeteilt werden soilen. 

Versuch 3: Am 14. September 1924 wurde einem Hund 
von 22 kg Kérpergewicht Ecksche Fistel angelegt. 53 Tage 
lang seit dem 25. Marz 1925 wurde dem Tier dann taglich 
0,2 g Chinolin in Kapsel mit Speise zusammen verfiittert. -Der 
Harn wurde genau nach Angabe von Tamura auf Methyl- 
chinolinijumammoniumhydroxyd verarbeitet. Es wurden er- 
halten: 0,0454 g Platinchloriddoppelsalz. Das entspricht, als 
freie Ammoniumbase berechnet, 0,08 Proz. des verabreichten 
Chinolins. 

0,0454 g Substanz gaben 0,0128 gPt.=28,19%. 
Ber. fiir (CoH;N.CH;Cl): PtCh: Pt 28,08,% ; 
cset.= 28,19%,. 

Versuch 4: Am 9. April 1925 wurde einem Hund von 
10,8 kg Korpergewicht Ecksche Operation appliziert. Seit dem 
22. 1V. 1925 wurde dem Hund taglich 0,05-0,1 g Chinolin in 
10 proz. Olivendllésung subkutan injiziert. Im ganzen wurden 
6,55 g Chinolin verfiittert. 

Versuch &: Einem Eckhund von 6 kg Kérpergewicht, 
der am 7. April 1925 operiert wurde, wurde seit 23. des Monats 
tiglich 0,05-0.1 ge Chinolin in 10 proz. Olivendllésung subkutan: 
eingespritzt. Im ganzen wurden 3,88 g Chinolin verabreicht. 

Versuch 6: Seit 15. Mai 1925 wurde einem Hund von 
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6,8 kg Kérpergewicht, welchem vor 20 Tagen Ecksche Fistel 
angelegt wurde, tiglich 0,05-0,1 g Chinolin in Olivendéllésung 
subkutan injiziert. Im ganzen wurden 1,68 g Chinolin ver- 
futtert. 

Die einzelnen Harnporticnen von oben geschilderten 3 
Versuchen wurden genau nach Angabe von Tamura behandelt 
und endlich auf Methylchinoliniumammoniumhydroxyd zusam- 
men verarbeitet. Im ganzen wurden 12,11 g Chinolin verfittert. 
Die Menge Platinchloriddoppelsalz betrug 0,0236 g. Schmelz- 
punkt 252°.. Es entspricht, als freie Ammoniumbase berechnet, 
0,04% des eingespritzten Chinolins. 

0,0103 g Substanz gaben 0,0029 g¢ Pt.=28,19%. 
Ber. fiir (CsH;N.CH;Cl)2 PtCL: Pt 28,08% ; 
Gef.: 28,19.%. 


Cc. Uper pas VERHALTEN DER NikOTINSAURE IM 
ORGANISMUS DES EcksCHEN HunNDEs. 


Vor mehreren Jahren stellte Ackermann (1912) zum 
erstenmal fest, dass die Nikotinsiure im Organismus des Hundes 
zum Teil in.Trigonellin verwandelt wird. Durch exakte Nach- 
prifung konnten Komori und Sendju (1926) im _hiesigen 
Institut diese Beobachtung bestitigen. Mit Eckschen Hunden 
habe ich untersucht, ob die Methylierung der Nikotinsdure auch 
dabei in héchstem Grad herabgesetzt ist. 

Zu den Tierversuchen diente die reine krystallisierte Saure, 
welche mit Sodalésung in das neutrale Salz verwandelt worden 
war. Das Natriumnicotinat wurde den Tieren mit Milch zu- 
sammen beigebracnt. 

Versuch 7: 2 Eckhunde, die vor 25 Tagen operiert worden 
waren, erhielten je 1,0 g Nikotinsiure tiglich als Natriumsalz. 
Der Harn wurde genau nach Angabe von Komori und Sendju 
(1926) auf Trigonellin verarbeitet. Im ganzen wurden 10 ¢ 
Nikotinsaure verfiittert. Aus der Trigonellinfraktion konnte ich 
keine methylierte Verbindung erhalten. 
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UBER DIE PROTEOLYTISCHEN FEMRENTE IM 
MECKELSCHEN DIVERTIKEL UND IN 
DUCTUS OMPHAROMESARAICUS, 

Von 
TERUMI KAMETI. 


(Aus der chirurgischen Klinik und dem medizinisch-chemischen 
Institut der medizinischen FakuliGt zu Nagasaki. 
Vorstand: Prof M. Tomita.) 


(Eingegangen am 16. November 1926) 

Bekanntlich ist das Meckelsche Divertikel ein Entwick- 
lungsrudiment vom Ductus ompharomesaraicus, welcher in dem 
friiheren Stadium des Embryos eine wichtige Anastomose zwischen 
Tleum und Nabelschnur bildet. 

Es gibt eine von dieser Auffassung etwas abweichende 
Deutung tiber die Entstehung dieses Divertikels, dass es namlich 
nicht eigentlich aus dem Ductus ompharomesaraicus hervorgehe, 
sondern vielmehr als eine Ausstiilpung der Darmwand zu 
betrachten sei. 

Embryologisch diirfte die chemische Untersuchung dieser 
Organe nicht ohne Bedeutung sein. 

Gelegentlich der Operation einer Choledochus-Cyste eines ein- 
jahrigen Kindes habe ich ein Meckelsches Divertikel bekommen 
und damit wurden die folgenden Versuche unternommen. 

Ein Meckelsches Divertikel von 3,5 cm Lange und 1,5 
em Breite, welches 0,5 g wog, wurde fein’ zerrieben und mit 
3 facher Menge Glyzerin emulgiert, 6 Stunden lang zentrifugiert 
und dann 1 Tag lang im Eisschrank stehen gelassen. Der 
klare Glyzerinextrakt wurde geteilt; ein Teil sofort, der andere 
nach dem Kochen mit Kaseinlisung in soda-alkalischer Lésung 
unter Toluolzusatz im Brutschrank digeriert. 

0,8 ccm Glyzerinextrakt+5 g Kasein in 50 ccm 
H.0+0,4 ¢ Soda+ Toluol 

0,8cem gekochter Glyzerinextrakt+5 g Kasein in 
50 ccm H.0+0,4 g Soda+Toluol 
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Nach 3 Wochen wurden beide Digerate filtriert und dann 
nach Firth u. Nobel (1920) auf Tryptophan und neca Firth 
u. Fleischmann auf Tyrosin (1922) verarbeitet. 

Selbstverstandlich wurden gleichzeitig und unter Innehaltung 
identischer Bedingungen’ folgende Kontrollbestimmungen vor- 
genommen : 

a) Feststellung der Tatsache, dass bei der Autolyse von 
Organmaterial allein die betreffenden Aminoséuren gar 
nicht auftreten. 

b) Feststellung der Tatsache, dass eine gleich lange Seser- 
ierte soda-aikalische Kaseinlésung ginzlich ungespalten 
bleibt. 

Bei meinen Experimenten waren 0,012 g Tryptophan und 
0,04 g Tyrosin im Vergleich mit Kontrollversuchen mehr ab- 
gespaltet. 

Da es mir nicht gegliickt ist, den Ductus ompharomesaraicus 
des Menschen zu bekommen, habe ich die Experimente bei 
Hithnerembryo ausgefihrt. 

Aus einem 7 Tage lang bebrtiteten Hithnerei und aus 4 Eiern, 
die 8 Tage lang bebriitet waren, wurde der Ductus ompharome- 
saraicus* sorgsam abgetrennt und mit Wasser gut gewaschen. 

2,7 g Ductus ompharomesaraicus wurde fein zerrieben und 
wie bei Meckelschem Divertikel' mit Glyzerin emulgiert. Die 
weitere Behandlung fand in der oben erwaihnten Weise statt. 

Dabei waren 0,023 g: Tryptophan und 0,21 g Tyrosin im 
Vergleich mit Kontrollversuchen mehr gespalten. 

Bei Betrachtung der soeben angefiihrten beiden Versuche 
sieht man, dass im Meckelschen Divertikel und im Ductus 
ompharomesaraicus proteolytische Fermente vorhanden sind. 
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* Fir die giitige Uberlassung des Materials bin ich Herrn Professor 


K.Kunitomo in dem anatomischen Institut hiesiger Fakultat zu Be cas 
Dank verpflichtet. 


UBER DIE KENNTNIS VON DER FISCHGALLE I. 


I, Die Galle von Serola quinqueradiata, 
Von 


SHIGERU IKOMA. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitdét Okayama. 
Vorstand: Prof. T. Shimizu.) - 


(Eingegangen am 27. November 1926) 


Uber die Galle der Fischarten sind speziell von chemischer 
Seite verhaltnismassig wenig Bearbeitungen erschienen. 

Von historischen Daten ist anzufithren die qualitative 
Feststellung, dass die Gallen der Fischarten (Hecht, Karpfen 
und Weissfisch) verhiltnismassig reich an Schwefel sind und 
demnach, wenn der Schwefel als Mass des Taurocholatgehaltes 
gelten kénnte, tiberwiegend oder ausschliesslich Cholsiure -ent- 
halten (1848). 

Weiteres tiber die Fischgallenséuren ist nicht bekannt ge- 
worden. Nur fand Hammersten (1898) in der Galle eines 
Haifisches (Scymnus borealis) «&-und 8-Scymnol C7HisO;. Die 
beiden Scymnole, welche wahrscheinlich dem Chole terin § ver- 
wandter Alkohol sind, kommen in der Galle als zwei gepaarte 
Sduren, o- und S-Scymnolschwefelsiure, als saure Scymnolester 
der Schwefelsiure vor. 
| Der o-Symnol ist durch die genauen Untersuchungen von 

S. Oikawa (1925) klargestellt worden. Nach ihm scheint der 
Sauerstoff im Molektil des «-Scymnols als 5. Hydroxyleruppe 
vorhanden zu sein, und er nimmt an, dass o&-Scymnol ein 
Zwischenprodukt auf dem Wege zur Cholsdure ist. 

Nun ist es sehr merkwiirdig, dass in der Galle der Omnivoren, 
z. B. der Menschen (Schotten 1886 u. 1887, Jacobson 1873, 
Lassar-Cohn 1894, Oerum 1925, Wieland u. Reverey 
1924, Wieland u. Jacobi 1985) und der Herbivoren, z. B. der 
Ochsen, Schafe und Ziegen (A. Strecher 1848, Latschinof 
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1885, Mylius 1886, Vahlen 1895-1897, Preg11911, Schenk 
1925), hauptsichlich die Cholsiure gefunden wird: 

Aus den Angaben kann man wohl schliessen, dass ein 
bestimmter Zusammenhang zwischen der Nahrung der Lebewesen 
und der Gallensiure in ihrer Galle vorhanden sein durfte. 

Aus diesem Grunde habe ich mich mit der Untersuchung 
iiber ‘die Gallensiuren einiger Fischarten beschaftigt. 

Mit Hilfe einer Trennungsmethode, die ich weiter unten 
beschreiben will, habe ich nach Verseifung mit Lauge die 
Cholsiure gefunden, wie ich erwartet hatte. 


Diz GALLE VON SERIOLA QUINQUERADIATA. 


Die Gallenblase dieses Fisches ist schmal, ungefahr 138-15 
em lang. Die frische Galle ist eine zahe, goldgelbe, schwach 
alkalische oder neutrale Flissigkeit. Eine’ Gallenblase enthalt 
durchschnittlich 18 ccm Galle. 

Die Verarbeitung der Galle. Der unter Toluol konservierten 
Galle, 450 cem, wurden 1200 com 96% igen Alkohols zugefigt, 
um die Mucine und die alkoholunlisliche Substanz zu beseitigen, 
und nach einem Tag wurde sie filtriert. 

Das alkoholische Filtrat wurde vom Alkohol durch Destil- 
lation befreit und die Behandlung nochmals wiederholt. 

Das vom Alkohol befreite Filtrat wurde mit 300 cem 33.9 
iger Natronlauge 28 Stunden lang verseift und filtriert. 

Dabei erhielt ich dunkelschwarzes Filtrat. Aus dem Filtrat 
wurden durch Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure die weissen 
flockigen und schwarzen dligen Niederschlige ausgeschieden. 
Dieser Niederschlag wurde filtriert und der braun gefirbte 
Rickstand in. Natriumkarbonatlésung gelést und in der Schiit- 
telflasche mit vielem Ather unter Zusatz von Salzsiure stark 
geschiittelt. 

Hierbei schieden sich weisse flockige und schwarze Nieder- 
schlage ab, die schwarzen Niederschlige blieben in der Zwi- 
schenschicht von Ather und Wasser. Die atherische Lésung 
wurde in Zimmertemperatur von selbst verdunstet, wobei Kristalle 
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in Oktaedern ausgeschieden wurden. Diese Kristalle wurden 
gut zerrieben und mit Petrolither vielmals extrahiert, um die 
darin enthaltene Fettsiure zu entfernen. Darauf die Kristalle 
in Alkohol gelést und mit Tierkohle ganz entfirbt. Aus dieser 
alkoholischen Lésung habe ich unter Zusatz von Wasser eine 
schéne, weisse, einmal in Oktaedern, ein andermal in Nadeln 
kristallisierende Substanz gewonnen. Ausbeute ca. 10 g. 

_ Der Kristall schmeckt bitter, lést sich in Alkohol und 
Fisessig sehr leicht, aber nicht in Wasser, Chloroform und 
Ather. 

Bei 105°C getrocknet, schmilzt er scharf bei 196-197°C. 
Er ist rechtsdrehend; die spezifische Drehung als 2% ige 
Lésung in absolutem Alkohol 


o° 1,48 x100 _ 
[ol] art Dil 
Er gab Pettenkofersche und Myliussche Reaktion. 
Zur Titration wurde er mit n/10 Natronlauge titriert. In- 
dikator Phenolphthalein. 
0,0802 g Substanz verbrauchte 1,95 cem 
Aquivalent fir 
CaHwOs Ber.: 408. Gef.: 411. 
Analyse 
0,1153 : 0,2995 CO, und 0,0974 H.0 
0,1146: 0,287 CO, und 0,0945 HO 
CuHwO; Berechnet: C 70;85% H 9,896 
Gefunden: C 70,29% H 9,404% 
C 70,86% H 9;22% 
Die Substanzen 1,5 g¢ wurden in 7,5ccm Eisessig gelést. 
Man lasst 1,5 g Chromsiureanhydrid, in 1,5ccm Wasser 
gelést und dann mit 6cem Eisessig verdtinnt, dazu tropfen. 
Die Lésung bleibt nun 6 Stunden lang bei Zimmertemp- 
eratur stehen. 
Man setzt jetzt 350 cem Wasser zu und bringt das Reaktions- 
produkt kristallinisch zur Ausscheidung, saugt dann ab und 
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wiischt mit Wasser aus. Der Niederschlag wurde in Natrium- 
karbonatlésung gelést, auf dem. Wasserbad erwdrmt und von 
ungelésten Bestandteilen filtriert. 
Aus dem Filtrat schieden sich b2im Ansauern mit Salzsiure 
weisse, flockige Niederschlige aus und wurden abgesaugt. 
Dieser Niederschlag wurde aus Alkohol unter Zusatz von 
Wasser mehrmais umkristallisiert, wobei man eine schéne, in 
Nadeln kristallisierende Substanz erhielt. 
Sie schmilzt scharf bei 237°C. 
- Analyse 
0,0744: 0,2345 CO, und 0,0574 H,0 
CuHs0O;s Ber.: C 71,78% H 8,91% 
Gef.: C 71,596% H 8,64% 
Nach diesen Angaben stimmt die Siure mit der in Ochsen-, 
Schaf-, und Menschen-Galle. vorkommenden Cholsaure gut 
iiberein. 
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SOME STUDIES ON THE OXIDATION OF AMINO ACID. 


I. The effects of temperature on the oxidation of 
amino acid by animal charcoal. 


By 


SAKUTARO TOYODA. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(Received for publication, November 29, 1926.) 


For many years a number of investigations have been re- 
ported on the oxidative process in the living cell. Using active 
charcoal in a model experiment O. Warburg (1921) interpreted 
this life phenomenon very ingeniously from the standpoint of 
physico-chemistry. He pointed out that amino acids, when 
adsorbed by blood charcoal, are burned on. its surface just the 
same a3 in living cells in regard to its end products and its 
reaction velocity. He also showed that this combustion is 
influenced by narcotics and HON just'as cell respiration is. He 
concluded from these experimental findings that in both cases, 
in the living cell and on a charcoal surface the oxidation of 
amino acids has to be considered as due to the same physico- 
chemical process. 

The oxidative process in the living cell and on the animal 
charcoal is explained by him as a catalytic decomposition of 
substance which is adsorbed on the surface of cell granula or 
of charcoal particles containing an active iron compound as. an 
oxygen catalyzer. 

Surface active substances as many narcotics, therefore, 
which prevent the adsorption of substrate would naturally 
diminish the velocity of oxidation. On the other hand a 
substance like HCN which inactivates the active iron compound 
would hinder the process. As the degree of adsorption, how- 
ever, is influenced by temperature and as both the catalytic 
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process and the velocity of diffusion are also subjected to the 
effect of temperature, it seems interesting to me to see the 
relation existing between the velocity of biological oxidation 
and temperature. Vitality is indeed expressed. by the grade of 
oxidation. We may try, without injustice, to solve from this 
angle the question: What is the optimal temperature for the 
vitality of living individuals ? : 

The present work is undertaken to get some insight into 
the optimal temperature for the oxidation of amino acids in 
living organisms using, for convenience sake, the charcoal model 
instead of the living cell. Almost the same result as mine was 
obtained by Dr. Ryoichi Koganei in this laboratory in 1923. 
As his investigation was only of preliminary nature and was 
interrupted by the disastrous earthquake in Tokyo in the same 
year, further study of evidence was left to me, and the results 
are given in this paper. 


I. Mernuop. 


1. Materials. The animal charcoal used in the following 
investigation is ‘* Merck’s medicinal charcoal, high grade 
quality, biologically tested,’’ of which a small portion was put 
in a porcelain crucible, spread out in a thin layer, closed with 
a cover, and ignited over the gas flame for 30 minutes. It 
was allowed to cool in a desiccator over soda-lime and preserved 
in this condition until use. 

2. The apparatus. Theoxygen consumption was measured 
by the use of Barcroft’s apparatus. The flasks were somewhat 

Fig. 1 modified as shown in Fig. I, having 
a cylindrical compartment (A) in 
the center which serves as a reser- 
voir for KOH to absorb the carbon 
dioxid produced, and a side aperture 
(B). Each flask has the volume of 
20 cc., special care are being paid to 
make them as equal in volume as 
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possible. 

Before determination the constant for the apparatus was 
measured. This indicates the niveau difference in the differen- 
tial manometer, when there is a difference of a unit volume 
between the flasks on both sides, supposing the amount of 
liquid in the flasks stands unchanged. The constant is obtained 
according to the procedure of Miinzer and Neumann (1917). 
In my experiments, however, as the volume of oxygen in the 
reaction flask is diminished during the experiment, the constant 
is taken by pulling a definite amount of air off in that flask, 
the leveling tube being brought down. 

As the constant obtained in this way varies very on 
with the atmospheric pressure at the time of procedure, the 
determination must be made under each different atmospheric 
pressure, and is to be prepared for use to each experimental 
condition. 

The calculation is done entirely in the same manner as 
with the Barcroft’s apparatus. | 

Throughout my experiments all determinations were carried 
out in the thermostat at a definite temperature under the atmos- 
pheric pressure, and the result was reduced to 0°C and 760 mm. 


pressure. 


II. Tuer RELATION OF THE AMOUNT OF OXYGEN 
CONSUMPTION TO THE FEMPERATURE 
OF REACTING MEDIUM. 


40mg. of charcoal were put first-into the outer part of the 
flask on one side, and 1.0cc. of 5296 KOH was pipetted into 
the central compartment of the flasks in both sides. 2.0cc. of 
distilled water were then pipetted into each flask from the side 
aperture. 

Each flask was connected to the manometer and allowed to 
stand in a thermostat, in order to let the contents of the flask 
reach a definite temperature, the cocks of the manometer being 


left open. 
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After 15 minutes the communication of the flask with the 
atmosphere was shut off by turning the cocks and the whole 
apparatus was shaken as usual with the frequency of 180 per 
minute. 

After the lapse of 1.30 hour, the adsorption equilibrium 
with air on the charcoal surface being established, 2.0mg. of 
Glycocoll dissolved in 2.0 cc. of buffer solution (phosphate mix- 
ture after Sérensen) were pipetted in from the side aperture, 
and the mixture, with cocks left open was allowed to stand 15 
minutes in the thermostat. The cocks were then closed and 
shaking with 180 frequencies was repeated again for 2 hours. 
During these hours the manometer readings were taken at the 
interval of 20 minutes. In the control experiment the buffer 
solution was used instead of glycocoll solution in the above 
procedure. We obtained thus the value of oxygen consumption 
for the system—distilled water, charcoal, glycocoll and buffer 
in main experiment (A) whereas we gat in the control experi- 
ment the value for the system—distilled water, charcoal, and 
buffer (B). 

_ We calculated the amount of oxygen. consumption, which 
was used for the oxidation of glycocoll by substracting the value 


TABLE I. 


The oxidation of glycocoll at various temperatures. 


fase Time ; 2 : : 
Tepe on 40 60 80 100 120' 
45°C 8.75 18.45 18.45 19.93 23.34 
40° 18.08 18.31 22.64 27.67 29:78 
38° 16.05 25.49 84.92 35.50 35.50 
30° 20.62 26.17 29-15 30:36 32.77 
30° 17.54 20.62 22.14 22.70 23.08 
20° 8.73 14.45 15.71 16.93 17.59 
10° 3.60 4.13 5.82 5-82 5.82 
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B from the value A. 
The result was as shown in Table I and Fig, 2 


cmm Fig, 2. 


10° 


20 40 60 80 100 #0 min. 


The number of experiments at each temperature was three 
and the mean value from these results is given in the above 
table. The relation of the amount of oxygen consumption to 
the temperature may be clearly followed out by the temperature- 
oxygen-consumption-curve as shown in Fig. 2. 

As in the initial part of the determination the results were 
apt to fluctuate in the experiments, we traced our curve from 
the results at the end of 2 hours, plotting the amount of oxygen 
consumed as ordinate and the temperature as abscissa. This is 
given in Fig. 3. 

We can see very clearly from the figure, that while at a 
lower temperature the degrec of oxidation increases with the 
rise of temperature, the amount of oxygen consumed reaches its 
maximum at a certain temperature and decreases very abruptly 
with a further increase of temperature. 

The maximum point seems to lie at 88°C. This is quite a 
significant fact, as the body temperature of all of homoeothermicn 
auimals lies also near this temperature. 
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III. ADsoRPTION AND TEMPERATURE. 


In the foregoing section we have seen that the oxidation 
of glycocoll catalysed by the charcoal was at its highest at 38°, 
decreasing its velocity both on the lower and on the higher 
side of this temperature. Why so, may be explained as follows.. 

The influence of temperature on the velocity of oxidation 
can be assumed mainly as the result of the effect of temperature 
on the adsorbability of the reacting substances on the surface 
of charcoal particles, on the velocity of chemical reaction occur- 
ring on this surface and partly on the diffusion velocity of 
reacting substances and their reaction products. If the depres- 
sive influence of temperature on the adsorption equilibrium 
exceeds its accelerative influence on the velocities of the diffu- 
sion and chemical reaction, the velocity of oxidation will natur- 
ally begin to decrease. 

To test this relation by an experiment, we studied at first 
the degree of adsorption of glycocoll on charcoal at differant 
temperatures such as 10°, 20°, 30°, 35°, 38°, 40°, and 45°C. The 
procedure was as follows, 50.0cc. of 0.1 g/dl Glycocoll solution 
were pipetted into a number of Erlenmeyer flasks, allowed to 
stand in a thermostat to attain a definite temperature, then 0.5 
gm. of charcoal added (the ratio of the amount of glycocoll to 
charcoal being just the same as used in the experiments on 
oxidation), and shaken gently now and then. After the equi- 
librium was established (i. e. 20’) it was filtered through dry 
filter paper and left to be cooled to room temperature. With 
an aliquot of the filtrate the amount of glycocoll remaining was 
estimated by the method of Formol titration. 

The result is given in the following table II and Fig. 
In Fig. 3 the temperature at which the adsorption equilibrium 
was produced is plotted as abscissa and the amount of glycocoll 
adsorbed by charcoal in mg. as ordinates. 
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TABLE II. 


The adsorption of glycocoll by charcoal at various temperatures. 


| Amount of 

Before After Adsorbed 

Temp. f be aces Adsorption | Adsorption Quantty 

45° 0.1 g/dl 10 cc. 9.965 mg. 8.692 mg. 1.273 mg. 
40° td uf 8.610 1.355 
38° b y 8.578 1.387 
35° Us “a 8.537 1.428 
30° Lf x 8.537 1.428 
20° Z Z 8.506 1.459 
10° Li uA 8.424 1.541 


of Ylycocotl 


*< 
orn Charcoat in 


0.- Consumption 


during 120’ 


0° 10° 20° 30° 35° 38% 0° 45° 
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As wili be noticed from table II and Fig. 3 the adsorption 
of glycocoll is larger, the lower the temperature is and decreases 
with the rise of temperature. The decrease of adsorption is, 
however, more eclatant at a higher temperature than 38°, and 
we can perceive here an abrupt flection of the curve. As the 
same may be also true of the adsorption and absorption of 
oxygen it seems to us quite natural to interpret that the oxida- 
tion takes place more easily at 38°, as this temperature affords 
the most favorable effect on oxidation, and as the result of its 
effect both on the physical and chemical factors involved in the 
process. 


SUMMARY. 


1. The effect of temperature on the oxidation of amino acid 
is studied by a charcoal model. 

2. The amount of the oxidation of glycocoll is the greatest 
at the body temperature. 

3. The residence of the optimal temperature at 38° is 
interpreted as the result of the opposing effects of temperature 
on the adsorption on the one hand and on the velocity of che- 
mical reaction and diffusion on the other hand. 


REFERENCES. 


Miinzer u. Neumann (1917): Bioch. Z. 81, 319. 
Warburg (1921): Bioch. Z. 119, 134. 


SOME STUDIES ON THE OXIDATION 
OF AMINO ACIDS. 


II. The offect of amines on the oxidation of 
amino acids by animal charcoal. 


by 


SAKUTARO TOYODA. 


(Fron the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. Samuro Kakiuchi.)- 


(Received for publication, November 29, 1926.) 


It was very clearly pointed out-by O. Warburg (1921) 
that the addition of surface active substances influence the velocity 
of the oxidation of an amino acid on the surface of animal’ 
charcoal and that the degree of effectiveness is‘almost proporti- 
onal with the surface activity in the homologous series of 
substances. 

He showed this relation by the example of narcotic substan- 
ces. On the other hand, as many kinds of amines are produced 
in the digestive tract by bacterial decomposition and are absor- 
bed in the blood circulation, and as some of these amines 
are quite surface active, it seems to me interesting to know 
which of them influence the oxidation of amino acid and to 
compare their activity with other narcotic substances in the iso- 
eapillaric solutions. The following communication is the result 
of this study which I have performed with animal charcoal as 


an oxidizing agent. 
Meruop. 
I. Material. 


The animal charcoal used in these experiments was the 
same as described in the previous paper (Toyoda, 1927). 
The amines used were mostly the products by Kahlbaum, 
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some of them by Merck with the exception of phenylurethan, a 
product by Poulone in France, and p-Oxyphenyl-ethylamine 
chlorhydrate, which was prepared in our laboratory by the courtesy 
of Mr. S. Sakaguchi. I take this occasion to express my thanks 
to him. In some of the expsriments a solution of free amines 
was used while in the other experiments a solution of the chlorid 
of amine, brought to the acidity of pH=7.0 by the addition 
of the necessary amount of 0.1 N NaOH solution, was used. 

Buffer substance: As the oxidation of amino acid on the 
surface of animal charcoal is readily influenced by the reaction 
of the medium and as the animal charcoal itself is oxidizable 
in an alkaline solution as O. Meyerhof and H. Weber (1923) 
indicated, all of the experiments were performed at pH=7.0 
using a phosphate mixture as a buffer. These reagents were 
received froma Kahlbaum. 


II. The apparatus and the procedure. 


They were just the same as already described in the previous 
report (Toyoda, 1927). The only difference in the experi- 
ments was that we used 0.2m. amine solutions instead of dis- 
tilled water as in the previous experiment. 


EXPERIMENT I. 


OXIDIZABILITY OF THE AMINES. 


In the experiment for determining the effect of amines on 
the oxidation of amino acid, it is necessary to know previously 
whether or not the amine used is oxidizable itself on the sur- 
face of charcoal. If the amine be oxidized itself to a larger 
extent the criterion for the effect of amines on the oxidation of 
glycocoll would be difficult to deduce from this experiment. 

We have therefore examined at first the oxidizability of 
anines in the following way. The procedure remains the same 
as in the previous experiment with only one exception in that 
an aqueous solution of amine of a definite concentration was 
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used instead of glycccoll. When the reading of this experiment 
was ccmpared with the result of control experiments without any 
addition of amine, we found that with many kinds of amines, 
especially the aliphatic series, was there no or only a slight 
oxidation observed while in some of the aromatic amines, asin. 
anilin and p-toluidib, the oxidation occurred quite noticeably. | 
While in the aliphatic amine the amount of oxygen consumed 
in the same condition as in the amino acid oxidation ‘remains 
within 59¢ of the. oxygen consumption occurring in the latter 
case, the oxygen consumption amounts in the aromatic amine 
to several hundred percent, of the oxygen consumption in the 
experiment with amino acid. ; 

We examined furthermore the degree of ammonia formation 
in the experiments just described, in adding Nessler’s reagent 
to the filtrate of the shaken mixture. It was found then that 
most of the amines (methyl-, dimethyl-, propyl-, i-butyl-, i- 
Amyl-amine and ethylendiamine) gave no reaction and that some 
others (tyramine, cadaverine, histamine and diethylamine) only 
traces. In the case of ethylamine a faint turbidity was observed, 
but it was far from enabling us to determine the amount of 
ammonia quantitatively. 

We have therefore studied the effect of amine only with 
aliphatic amines or their derivatives. 


EXPERIMENT. II. 


THe ErrkcTIvVENESs OF AMINE IN THE OXIDATION OF 
Amino ACID ON THE SURFACE OF CHARCOAL. 


In studying the effect of several amines on the oxidation 
of amino acid, the'concentration of amine was used either in 0.1 
m. or 0.001m. As the procedure in these cases is also self- 
evident, we will give our results direct in the following table. 
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TABLE I. 
Effect of am‘nes on the oxidation of glycocoll. 
(A) 
(See Fig. 1) 
Sp as a0’ | 40’ | 60 | 80’ | 100° | 120° 
Solution ia 
0.1 M. 
Methyl amine 11.33 | 15.45 | 19.42 | 22.79 | 25.66 | 25.66 
Dimetylamine 294 | 13:45°| 17.71 | 2282 | 238.514 258 
Trimethylamine 7.60 | 12.67 | 14.41 | 19.21 | 20.01 | 22.80 
Ethylamine 7.93 | 9.22 | 12.77 | 12.8) | 15.41 | 15.41 
Dietylamine 7.62 | 7.17 | 9.56 | 9.86 | 12.24 | 14:97 
Propylamine 5.90 6.42 7.10 8.16 9.30 | 10.76 
Butylamine 4.15 | 6.16 | 6.22} 7.48 | 8.59| 9.59 
Amp;lamine 3.08 | 4.21 | 4.84] 5.60] 6.86] 7.26 
Control 9.05 | 20.62 | 26.12 | 29.15 | 3.36 | 32.77 
‘B) 
(See Fig. 2) 
aes Time | ; 
Solution ; Eig oe a ~ " ~ sil 
0.001 M. 

Ethylamine 14.65 | 18.07 | 19.54 | 19.56 | 22.92 | 22.92 
Diethylamine 9.25 | 11.76 | 14.92 | 16.68 | 16.71 | 16.74 
Ethylendiamine 9.51 9.91 | 10.95 | 15.08 | 16.73 | 16.73 
Tyramine 10.36 | 12.87 | 14.44] 17.09 | 20.61 | 21.61 
Cadaverine 6.08 | 8.10] 9.53 | 12.08 | 35.42 | 15.42 
Histamine 3.64 | 5.83 | 7.88 | 9.56 | 10.29 | 11.12 
Amylamine 4.46 | 4.93 | 6.20 7.06 | 9.12 | 9.94 
Control 9.05 | 20.62 | 26.12 | 29.15 | 30.36 | 32.77 
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As the table indicates all the amines retard the rate of -oxida- 
tion of glycocoll on animal charcoal to a greater or less extent. 

It will be further noticed from the table that among the 
homologous members of the same type, the effectiveness in the 
retardation is the more, the higher the amine is found in the 
series, for instance we found the effectiveness of the following 
amines in the ascending order as: methyl-, ethyl-, propyl-, 
i-butyl, i-amyl-amin. Among the amines having different 
constitution it is difficult to find any relation between the 
effectiveness of the retardation of oxidation and the chemical 
constitution of amine. We will discuss this relation in the 
next section. 


EXPERIMENT III. 


THe RELATION OF SURFACE ACTIVENESS AND 
THE EFFECTIVENESS OF AMINES ON 
THE OXxIDATION OF Amino AcID. 


We have seen in the foregoing experiment that among the 
amines of homologous series the effectiveness on the oxidation 
of amino acid goes parallel with the increase of molecular weight. 

O. Warburg found that the effect of many narcotics is in 
the order of the molecular weight of the compound in the same 
homologous series, and he interpreted this as due to the increase 
of the surface activeness with the increase of the molecular 
weight in the same series. Although the order of effectiveness 
of amine in our case seems to have the sam? course as Warburg’s 
case, it interested me very much to find some relation, if any, 
among the amines of different constitution. 

At first the surface tension of the aqueous solution of several 
amines was measured by means of du Noiiy’s apparatus. For 
this purpose ca 5cc. of 0.04m. solution of amine was taken in 
a clean watch glass and its surface tension was determined at 
a room temperature (27.8°-28.2°C). 

The ratios of this reading (S) to the reading of the pure 
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water (W) multiplied by 100 for different amines are shown in 
the following table. 


TABLE II. 
Surface:tensions of aqueous solutions of amines. 

Water=100. 
MGtBylamine mol cr eee terete 98,31 i-Butylamine ...........-.. 84.28 
Dimethylamine ........ aiscla Ohad 4 i-Amylamine .........-..-- 82.02 
Trimethylamine............ 97.74 Porat seine vapie kas okey 95.50 
Ethylamine o.0.c6.+<s.y..25 96.63 Cadsyerine)..5 ncn) yee acre 94.39 
Diethylamine| eames es 94.95 PAigtamIney goes ysla «orate 93.26 
Propylamines <4. - «ss. sco 85.39 Ethylendiamine ............ 99.42 


As the table shows, the parallelism between the surface 
activity and effectiveness in suppressing the rate of oxidation 
is quite evident in the homolegous series of the same type of 
amine. 

When, however, we compare the surface activity among 
different kinds of amines, in determination of which we were 
obliged to use a more diluted solution 0.01 m. due to the lack 
of some the material, we find that the effectiveness in depressing 
the oxidation does not necessarily go parallel with surface active- 
ness as was the case with the narcotics (Warburg 1921). 

Therefore we studied next the adsorbability of the amine 
in free state and in neutral reaction (pH=7.0) by charcoal and 
compared this with the effectiveness of amine. For this purpose 
50 ce. of a 0.01 m. solution of each amine were pipetted into Erlen- 
meyer flasks and 0.1 gm. of charcoal was added for free amine 
and 0.5 gm. for neutral salt, and then allowed to stand at room 
temperature for one hour with gentle shaking at times. The 
charcoal was filtered off on a dry filter paper and with an 
aliquot of filtrate the residue of the amine was estimated by 
Micro-Kjeldahl method. 


The results are shown in the following table. 
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TABLE III. 


Degree of adsorption of amine on? charcoal. 


= 


Amount of amine in 10cc. of the 
solution expressed in terms of 


: Condeat cc. N/50 NH, used. Degree of 
Amine GS ee ee eee ee adsorption 
before after adsorbed 2 
adsorpt. adsorpt. amount. 
Tyramine 0.01 M 50 4.7788 3.5683 1.2105 25.33 
charcoal 0.1 P 
Diethylamine 4 4.6942 3.2700 1.4246 30.35 
i-Amylamine u 4.7052 2.6110 2.0942 44.51 
Ethylendiamine y 9.8940 4.1122 5.7218 57.83 
Diethylamine 0.01 M 50 4.7054 3.9054 0.8000 16.62 
charcoal 0.5 
solution 
pH=7.0 
i-Amylamine 4 4.7156 3.2844 1.4315 30.36 
Ethylendiamine Zi 9.8950 5.6995 4.1955 42.40 


It can be seen in the above table that while in the case 
of monoamines the effectiveness of amines on the oxidation of 
glycocoll goes parallel together with both the adsorbability and 
surface activity of amines, the effectiveness of diamines is much 
weaker in comparison with their adsorbability. Why the diam- 
ine with such a high degree of adsorbability does not effect so 
much the oxidation velocity of amino acid on the surface of 
charcoal is difficult to explain. 


SUMMARY. 


1. Amines retard’ the rate of oxidation of amino acid on 
animal charcoal to a greater or less extent. 
2. Among the homologous members of the same type the 
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effectiveness in the retardation is the more, the higher the amine 


is found in the series. 
3. Ethylendiamine retards the rate of oxidation much less 


in comparison with its high adsorbability. 


The writer wishes to acknowledge his indebtedness to Pro- 
fessor S. Kakiuchi, whose suggestions and advice have been 


invaluable. 
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ON THE AMOUNT OF OXYGEN CONSUMPTION 
BY VARIOUS TISSUES AND BY MUSCLE 
OF VARIOUS KIND OF ANIMALS, 


By 
KOHTA TSUNEYOSHI. 
(Irom the. Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Inperial University. Director: Prof S. Kakiuchi.) 
(Received for publication, December 1, 1926.) 


In the following paragraphs are given some results of an 
experiment concerning the oxygen consuming capacity of various 
tissues. The objec’ of this study is to find if there are any 
relations between the oxygen consuming capacity and the chemical 
composition of the tissue. 

The examination was made partly among the different kinds 
of tissue of the same animal, and partly among the same kind 
of tissue,—the muscle—of various species of animal. 


I. Mernop. 


A. Preparation of the material. 


The material to be studied was taken in amount of 6-8 gm. 
from an animal killed by bleeding and cut into small pieces 
by surgical scissors, so that the whole took the appearance of 
the paste. This operation needed about 5-6 minutes (Thun- 
berg 1920). 

The paste was then added with 20 times its volume of 
distilled water and shaken for 5 minutes on a shaking machine 
of 180 tours per ininute, The supernatant fluid was decanted 
off and the residue was treated twice more as before on the 
addition of same amount of water. The residue was collected 
on a Buchner funnel and sucked off for 5 minutes in the 
case of muscle and for 10 minutes with other tissues. The 
water content of this washed material was proved to be quite 
constant (209). 
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B. Method of determination of the 
oxygen consumption. 


The determination of the oxygen consumption was carried 
out after Warburg (1919, 1923). The manometer with War- 
burg’s vessel was mounted in Barcroft’s way and shaken at 
a constant pitch (120 tours per minutes). 

Special attention was paid to the constancy of the tem- 
perature of the thermostat, as the reliable reading of manometer 
was only attainable when the temperature difference remained 
under .02°. 

The whole capacity of the vessel was about 30 cc. and the 
gas medium was atmospheric air. The blockade liquid used 
was Brodie’s solution. The calculation was carried out after 
Warburg and Negelein (1920). 


C. Procedure of the experiment. 


0.2¢m. of the material was introduced into the main com- 
partment of the vessel by means of 10 cc. of the mixture of 2 ce. 
phosphate buffer solution (0.1 Mol and pH=7.3) with 2cc. of 
potassium succinate neutralized against phenolphthaleine (Thun- 
berg (1916), Battelli and Stern (1911)) and 6cc. of distilled 
water, while 1cc. of potassium hydroxide (10%) was put into 
a central part of the vessel. 

The vessel was connected with the manometer hermetically, 
and put into a thermostat at 38° After the temperature equil- 
librium was attained the shaking of the machine was started 
and the reading of the manometer was taken at different intervals. 
The volume of oxygen consumed was calculated from the read- 
ings and vessel constant previously measured. 


Il. THE COMPARISON OF OXIDISING 
POWER OF VARIOUS MUSCLES. 


The back muscle of carp and the leg muscle of Bufo japanica, 
rabbit, guinea pig, rat and cock were examined for their oxygen 
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consuming power by the method as stated above, and the result 
as shown in the following table and curves was obtained. 


TABLE I. 


Amount of oxygen-comsumption (in emm) of various kinds of muscle. 


Back mus-| leg muscle |lez muscle|leg muscle 
Time cle of of Bufo of of guinea |!¢g muscle | leg muscle 
carp Japon. rabbit pig of rat of cock 
20' 10.5 96.0 93.0 105.0 115.0 318.0 
40’ 21.0 184.0 175 0 203.0 225.0 575.0 
60' 29.8 274.0 259.0 294.0 326.0 768.0 


As is seen in the above table among the muscles examined 
the oxygen consuming power is the highest in the muscle of 
cock and the lowest in that of carps, while those of rat, guinea 
pig, Bufo and rabbit took an intermediatary position. 

We then compared the oxygen consuming power among 
the red and white sorts of skeletal muscle and heart muscle of 
rabbit. Then white skeletal muscle was taken from the breast 
of the animal and the red one from the seat. The result is 

shown in table II and Figure 2. 


TABLE II. 


Amount of oxygen consumption (emm) of heart and skeletal muscles. 


: heart muscle red skeletal muscle white skeletal, 
Time . of rabbit of rabbit muscle of rabbit 

20' 367.0 129.0. 83.5 

40’ 695.0 228.0 16+.0 

60’ 978.0 317.0 243.0 


It is clearly seen from the table that the heart muscle con- 
sumes by far the most oxygen and that the red muscle is more 
effective in oxidising power than the white one. 

It is really significant that among the above examined 
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muscles the order in the effectiveness of oxygen consuming power 
of the muscle coincide fairly well with that of their lipin content, 
that is-the heart muscle, red skeletal muscle and white skeleial 
muscle. Among the skeletal muscles the content of lipin is said 
to decrease in the order: cock, rat, guinea-pig, Bufo and rabbit. 
The: appearence of these. muscles seems to tells us also the 
existence of some relationship between the colouring and the 
lipin amount of the muscle. The skeletal muscle of the cock 
is highly coloured, wnile that of rabbit only slightly rosa. 


Ill. THE COMPARISON OF THE OXIDISING POWER 
OF VARIOUS ORGANS IN THEIR FRESH AND 
PRESERVED STATE. 


We have examined then the oxygen consuming power of 
heart muscle, kidney, liver. and skeletal muscle of rabbit in 
their fresh state in one series of experiment, while in the other 
the materials were preserved in an ice chest and their effective- 
ness was examined after four days. 

TABLE III. 


Amount of oxygen consumption (emm). 


cate so liver kidney 
Time ——— : 
fresh ered fresh Eoeed fresh Bio ae fresh Sed 
20" 94 | 86 | 366 | 359 |131 | 108 | 159 | 134 
40! 179 | 168 | 685 | 655 243 | 198 | 306 | 258 
60’ 269 | 247 | 945 | 897 | 348 | 278° | 450 | 380 


Percentage of 
seuivity ike gq’ | 100%) 91-826) 1009] 94.996] 100%] 79.9%1009%| 84.59% 


Difference of 
active . -8.2% 5.1% ~20.19% 15.5% 


It will be seen from the table that among these tissues the 
heart muscle consumes the most oxygen, and that kidney and 
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liver are better consumers of oxygen than muscle. The oxidis- 
ing power of the glandular organs is, however, liable to suffer 
easily an antolytic change and: loses its activity during the 
course of ar hour far more (20%) than that of muscular tissue 


(89%). 
SUMMARY. 


1. The heart muscle consumes the most oxvgen, while 
skeletal muscle is far inferior in its oxidising power. In the 
skeletal muscles the red sort is a better oxygen consumer than 
the white one. 

2. Glandular tissue loses its’ oxygen consuming power in a 
larger degree than the muscle when preserved under similar 
conditions. 
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THE EFFECT OF LIPIN AND ALLIED SUBSTANCES 
ON THE OXIDATIVE ACTIVITY 
OF THE TISSUE. 


By 


KOHTA TUNEYOSHI. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, December 1, 1926' 


I. Inrropuctory. 


In the foregoing paper (Tsuneyoshi, 1927) it was reported 
that the muscle with a larger content of lipin seems to consume 
far more of oxygen than the muscle poor in lipin. It seems 
interesting to us to know whether this is a mere coincidence, and 
lipin has nothing to do with oxygen consuming power, or whether 
there is a certain relation between the lipin content and the 
oxidising activity of the tissue and the lipin plays some important 
role in the oxidation mechanism within the tissue. We have 
therefore studied the status of oxygen consuming activity of tissue 
with an increased and a decreased content of lipin. 


Il. THe mMerHop 


The method of measuring the degree of consumption of 
oxygen remairec the same as reported in the preceding paper. 

The tissue was used in the form of dry powder. This has 
two reasons. The one is that we wanted to always have the 
tissue in a similar condition and of same activity throughout our 
experiment. The other reason is also quite obvious one. Namely 
in order to extract or to add the lipin or allied substances only 
the dried tissuc can lead us to a definite result. The drying 
of the tissue, however, lowered the oxidative activity of the 
tissue to a certain extent and the method of preparation requires 
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some precautions. On this question we will return again below. 

In the experiment with the powder 100 mg. of such a 
powder were taken instead of‘0.2 gm. of tissue described in the 
preceding paper (Tsuneyoshi 1927). 


Ill. Tar EFFECT OF DIFFERENT METHODS OF DRYING 
ON THE OXYGEN CONSUMING ACTIVITY OF TISSUE. 


The methods of drying tried were three—simple drying 
using Faust oven, dehydration with alcohol and that of acetone. 
The tissue was finely minced through a chopping machine, 
washed thoroughly with the addition of twenty times its volume 
of water, and after repetition of such procedure twice more 
drained off on Buchner’s funnel. The residue, with only a 
weak oxygen consuming power alone, showed a great activity 
when mixed with a suitable donater. This moist powder was 
dried by the following three different methods. 

1. Simple drying wsing Faust oven. ‘About 150 gm. of 
moist powder were spread out on a large porcelain dish and 
placed in a Faust oven at 22-23°, After an hour or so the 
dry mass was transferred in a dessicator and dried over con- 
centrated sulfuric acid over night. Then 3 gm. of it were finely 
powdered with a porcelain mortar for 10 minutes and driver 
through a sieve of a definite mesh width. The powdered 
mass was placed in a weighing bottle and preserved in a vacuum 
dessicator. Such a material maintained its activity pretty well 
for a long time. | 

2. Dehydration by aceton. 50 gm. of wet powder were 
mixed with 25 ce. of acetone, stirred well for twenty minutes, 
and sucked up on a Buchner’s funnel. The whole mass was 
spread on a porcelain dish, dried in a Faust oven for twenty 
minates, placed in a dessicator over night and powdered and 
sieved as stated above. 

3. Dehydration by alcohol. 50 gm. of wet powder were 
ireated with sbsolute aleohol exactly as with acetone. The 
only difference was tic time needed for drying in a Faust oven, 
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as it took about fifteen minutes more in this case than in that 
with aceton. 

The comparison of the activity of these powders reveals the 
fact, as is shown in the following table, that the simple drying 
and the dehydration with acetone preserves the activity quite 
well, while the dehydration by alcohol destroys the activity 
entirely. 


TABLE I. 


Amount of oxygen consumption (cmm.) by dried leg skeletal 
muscle of rabbit (100 mg. of each dry powder.) 


Simple dehydra- Acetone-dehydra- | Alcohol-dehydra- 


Time tion tion. tion 
20’ 79.0 61.0 — 
40’ 156.0 119.0 2.0 
60’ 224.0 168.0 2.5 


( 


It can be seen from this table that the simple dehydration 
by Faust method is the most mild one of the three. The powder 
used in all of the succeeding experiment was therefore made by 
this simple drying method. 

It may be stated here in passing that we also examined 
the effect “of simple dehydration on the activity of glandular 
tissue. Wet and dried powder of skeletal muscle, heart muscle, 
liver, kidney and lung of a rabbit were compared in their 
activity with the results as shown in the following table. (See 
Table IT and III). 

Ag will be seen in the table liver loses most of its activity 
by dehydration, followed by kidney, while lung shows the least 
susceptibility of the three. As the degree of effect in the case 
of glandular tissue fluctuates quite often these tissues seem to be 
inferior to muscle as material for our present study. 
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TABLE II. 
The Amount of oxygen consumption (cmm.) by various tissues 
of rabbit in the moist and dried states. 


dry powder each 100 mg 
wet powder each 0.2 gm 


(content of water ca 20%) 


wets 


Skeletal 
muscle 


Time Heart muscle Liver Kidney Lung 


TABLE III. 


Various tissues of cock. 


dry sample (dry powder.) 
Oxygen consumption cmm. 


Leg muscle | Breast muscle; Heart 


Time feed) Guhites mnaclest | 2aver Kidney | Lung 
20! 370 106 866 19.0 825 12.0 
40! 688 208 1268 | 37.0 1295 21.0 
60" 915 295 1370 | 51.0 | 1465 30.0 


IV ‘THE EFFECT OF EXTRACTION WITH FAT SOLVENTS 
ON THE OXYGEN CONSUMING ACTIVITY OF DRY 
MUSCLE POWDER. 


We first studied the effect ofthe extraction of lipoid material 
from the muscle powder by three fat solvents—Ether, Alcohol 
and Acetone—upon the oxidative activity of the powder. For 
this purpose to each set of 100 mg. of dried powder in a glas 
evaporating dish was added 2 cc. of ether, alcohol or acetone 
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and stirred well for 10 minutes. The supernatant fluid was 
then decanted off as completely as possible and the dish was 
dried in the dessicator, which was evacuated by means of 
a rotary pump. In the case of acetone a slow current of dry 
carbon dioxide gas was introduced to the dessicator which lessend 
the time for drying quite considerably. The time needed for 
drying was about 10 minutes, but in our experiment the powder 
was used always after 15-20 minutes. The powder thus treated 
was examined for its oxidising power as usual and the result is 
shown in the table IV. 

The same table contains also the result of the experiment 
with powder, which was treated with solvent, but dried with 
the solvent without decanting off the latter. 


TABLE IV. 


Dry powder of ox heart muscle. 


Oxygen consumption cmm. 


Time Control Ether Alcohol Acetone 
5S} 
g 
3 10’ 106 37 0 58 
= 20’ 211 67 1.0 114 
~ 
o 
g 30’ 314 100 1.6 171 
K ‘ 
ae 4 
pane Pl 100% 35.19% 0.596 54.59% 
~ 
a 10’ 106 81 0 63 
~~ 
& 20" 211 160 1.0 185 
on 
2 30" 314 237 1.6 187 
2 ivity © 
pe genio 100% 75.5% 0.5% 59.6% 
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TABLE V. 
Completely dry powder of ox heart muscle. 
Oxygen consumption cmm. 
Time Control Ethea Aceton Alcohol 
10’ 336 174 296 
20! 639 338 566 1.6 
30! 891 492 890 
40’ 1075 631 985 2.0 
Percentage of 
activity 100% 58.6% 91.7% 0.2% 
after 40’ 


The table indicates that the alcohol destroys the oxidative 
activity of the powder entirely, while the activity is partly 
retained in the case of ether and acetone, and that the powder 
dried with the extract shows a higher effectiveness than the ex- 
tracted powder. It will be seen from the table further that the 
extraction with acetone is the least deleterious one, the effectiveness 
being retained up to 92%. The facts tells us that the extrac- 
tion of some efficient material is complete when the solvent is 
alcohol, incomplete in the case of ether, while acetone is a poor 
solvent. This seems to us to indicate that it may bs concerned 
with a substance like phospholipin. 

If it were so, the extraction of powder from a wet condition 
would reverse the effect of ether and acatone, the extraction by 
ether being here greatly disturbed, while the extraction by 
acetone is much promoted. We have therefore repeated the 
extraction by these solvents with wet powder without previous 
dehydration. The result is tabulated as follows. . 

The comparison of table IV, V,-and VI will show clearly 
that our assumption may be a really possible one. 
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TABLE YI. 


Powder of ox. heart muscle from wet condition. 
(Incomplete dried powder) 


Oxygen consumption cmm. 


Time Control Ether Alcohol Acetone 
10’ | 366 232 — 106 
| 
20° | 675 448 0.8 148 
30! 925 651 a 215 
40' | 1103 822 1.6 272 
Percentage of 
activity 100% 74.5% 0.14% " 24.69% 
after 40’ : 


V. THE EFFECT OF THE ADDITION OF VARIOUS FRACTIONS OF 
LIPOID EXTRACT TO THE DRIED POWDER UPON ITS _ 
OXIDATIVE POWER. 


In the previous section we have seen that the phospholipin 
may have some influence on the effectiveness of tissue oxidation. 
We have therefore prepared -various fractions of lipoid extract 
from ox heart muscles by Maclean’s method. 

Three fractions were prepared—ether and alcohol soluble 
part, ether-soluble but alcohol-insoluble part, and aceton insolu- 
ble part—together with unfractionated ether extract, every 
one of which being dissolved in a definite amount of ether, 
was used thoroughly and ‘dried with dry powder and its 
effectiveness was compared with the powder which was treated 
with a certain amount of ether, as used in dissolving each 
fraction. The results are shown in table VII. 

It will be seen from the table that the addition of the 
Jicithin fraction promotes the oxygen consuming activity, while 
on the other hand the cholesterol fraction evidently retards the 
process. The total ether extract showed a slight promotion and 
the k phalin fraction was without any influence. 
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TABLE . VII. 
Experiment A. Experiment B. 
Ether extract. Acetone soluble part of ether extract- 
: Acetone 
Time Control ee Time Control sole tee 
extract 
10’ 110 123 10’ 101 46 
20" 220 249 20' 204 87 
380’ 324 353 30’ 300 119 
40' 422 461 40’ 392 147 
Percentage 0 ss 
ete 5 5 % of activity 
sid stat 100% 109% oe ay 100% 37.5% 
Experiment C. 
Alcohol soluble part. 
J Alcohol 
Time Control soluble 
part 
10’ 84 108 
20’ 165 214 
30! 244 319 
40" 220 419 
% of activit; a 
er 40° t 100% 130.9% 


Experiment D. 
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Acetone insoluble part of ether 


Experiment E. 
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Ether soluble but alcohol insoluble 


extract. part of ether extract. 
; Acetone Alcohol 
Time Control insoluble Time Control insoluble 
part ‘part 
10’ 81 98 10° 85 84- 
20’ 163 195 20! 168 167 
30’ 240 287 30’ 249 247 
40’ 318 377 40' 825 321 
% of activit. % of activit 
cia | 100% | Wise «= OE BUTTE! To0% =| 98.89% 
Summarised Table 
Comparison of activity with various lipoidfractions. 
(Amount of each fraction added: 15 mg.) 
Bther Acetone | Acetone | Alcohoi | Alcohol 
Control ‘5 aes of soluble | insoluble | insoluble | soluble 
a ti part part part part 
Percentage of 
activity after 100% 109% 37.5% 118.6% | 98.89%. 130.99¢ 
40’ 
Percentage of 
acceleration 2 
(+) and re- +9.995 | —62.599 | +18.6% | —1.2% | +30.9% 
tardation (—) 
of activity 


Vi. 


OXYGEN CONSUMING ACTIVITY OF THE TISSUE. 


THE EFFECT OF VARIOUS KINDS OF LIPOID UPON THE 


As we have seen above the lecithin and the cholesterol frac- 
tion show a marked influence on the oxygen consuming power of 


tissue. 


Interested to know definitely about the effect of various 


kinds of lipoid in this relation we have performed some experi- 
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ments with various concentrations of lecithin, cephalin, cuorin. 
(Erlandsen 1907), (all of the three prepared from ox heart by 
Meclean’s method), cholesterol (Kahlbaum), and cholesterol ester 
(prepared from ox suprarenal gland by von Fex’s method 
1920) Windans (1910). 

In the examination of the effect of the addition of lipoid 
substance on the oxidative power of the tissue, it is naturally 
necessary to estimate the degree of auto-oxid-ability of these 
substances and deduce the amount of oxygen consumed due 
to this auto-oxidation from the value of main experiment. In 
the following table the amounts of oxygen consumed by lecithin 
and the other lipoid alone are showr i. e. without addition of 
donator, otherwise the conditions are the same as in the main 
experiment. 


TABLE VIII. 


Autoxidisability of various lipoids. 
Oxygen consumption (cmm) 


A. Experiment with lecithin. B. Experiment with cholesterol. 
Amount of Lecithin Amount of Cho- 

Time | Control a Time |Control paper etes . 
5 10 20 5 10 20 
10’ 3.4 3.7 4.0 4.3 10’ 5.0 3.4 De 2.0 
20’ 5d 5.8 6.9 olen 20’ 5.2 6.4 5.0 3.7 
30’ 7.0 7.9 8.1 8.9 30’ 6.8 6.5 5.2 4.5 

| 


C. Experiment with cephalin. 


Amount of Cephalin 


Time |Control aS. 


10’ $0) Wis 3.0 
2)! 5.5 6.0 | 60 | 62 
30’ To | 2. aerate gat 
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D. Experiment with Cuorin. EK. Experiment with cholesterolester. 


~ Amount of Cho- 


Amount of Cuorin. 
aed aa lesterolester 
hime Control |(feeeeana ee oe) inne |Conbro lies eee 
5 10 20 fo AG 20 
HY 1a 1 3.0 130 | 3.0 10’ Se? S02 B01 0 
ZO em ose 5.5 | 6.0 5.4 20' 5.4 Dae 0.0 5.0 
30 16:9 eee. 7.0 6.6 30’ 6.8 6.7 6.7 | 6.3 


The results of the main experiment in which the amount 
of oxygen consumed by auto-oxidation was taken into considera- 
tion are shown in table. . 

TABU EEX. 
A. Experiment with various concentrations of lecithin. 
Amount of oxygen consumption (cmm.) 


Amount of lecithin Amount of lecithin 
g. , mng. 
Time |Control] |_ _ ore a :. Time |Control = 
2 i) 10 20 50 100 
10’ 325 320 328 Ooh mah: 328 309 | 321 248 
90' 601 628 OT 650— | “20 616 699"| 627 488 
30' 804 889 922 962 30' $21 1015 | 912 719 
Oe OL ies eager iene % of eal : i * ts : _ 
activity 00°” 111.5 | 114.4 | 119.6 || activity 100°7 125.2 | 112.2] 88.7 
mir eee Lie 4” 6 | Rel alter Pas Mero etgr Nias 
30’ a | SU ee See © er 5 


B. Experiment with various concentrations. of Cephalin. 


Amount of Cephalin Amount of Cephalin 
mg. eS. Me Ing. 
Time |Control}__ pile | Time |¢ ontrol] 
2 5 10 | 10 2) 40 
10’ is) 9 170 | 16 10" 173 | 161 | 147 | 188 
250! 294 2085 290 288 say! 291 290 201 | 245 
30" 376 | 373-| azz | azo | 30’ | 370 | 369 | 348 | 826 
25 of es Se aiee dine. ora Sees 
activity] yogo7 | 99.3 | 99.0 | 98.5 activity} 19907 99,8 94.8 88.1 
after Ore OF Ss i) leus after aes 0 70 
80! ay ee 30! st 2 
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C. Experiment with various concentrations of Cuorin. 


Amount of Cuorin 


Amount of Cuorin 
Time | Control ae 
10 20 49 
10’ 339 295 289 252 
20' 626 577 565 504 
30’ 842 815 803 743 
% of 
activity! 49907 96.8 | 95.4 | 88.3 
on ie ae % | % 


Time |Control mB- 
Z 5 10 

10° 826 324 399 290 

20° 616 615 597 |. 9570 

30’ 839 840 837 813 
<a ee as po 
activity! 100% | 10096 i 97% 

30! 


PD. Experiment with various 


concentrations of cholesterol. 


Amount of Cho- Amount of Cho- 
lesterol lesterol 
Time |Control mg. Time |Control ming. 
1 g; 5 10 20 49 
10’ 235 931 228 213 10’ 238 195 158 147 
20' 454 419 407. 376 20' 453 343 238 274 
30' 618 570 559 507 30’ 623 466 374 369 
% of ‘ OF of : P 
activit 92.2 90.5 2.1 ctivit: 74. 9.2 
after’ | 100% | “og” | “of | “of | after’ | 100% | ‘og? | 602% | “og 
30’ : oo! 
E. Experiment with various concentrations of cholesterolester. 
Amount of Cho- Amount of Cho- 
lesterolester lesterolester 
Time | Control mg. Time | Control mge 
1 2 5 5 10 20 
10' 227 224 219 215 10’ 224 214 174 158 
20° 288 286 275 342 20' 386 359 324 301 
30! 473 474 470 450 30’ 472 448 437 418 
e Chane ee 
activity 99.5 | 95.4 |activit ~ 92.6 | 88.7 
after | 100% | 100% | “og? | “og” | atter’ | 100% | 9526] “og” | “og 
30° 30’ 
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It will be seen from the table that out of these five lipoid 
substances lecithin and cholesterol display an eminent effect, 
while the action of the other three is almost negligible. It is 
significant that here also lecithin and cholesterol act antagonistic 
to each other. There is an ‘optimum amount of lecithin in 
promoting oxidative activity. Beyond that point the further 
addition of lecithin becomes unfavourable, in larger amount 
than about 70 mg. per 100 mg. of tissue powder the oxidation 
is retarded more than the control. 


VII. THE EFFEC? OF HYDROGENATION AND HYDROLYSIS 
OF LECITHIN UPON ITS ACTIVITY IN PROMOTING 
THE OXYGEN CONSUMPTION OF TISSUE. 


In this section the examination was made as to the effect 
of hydrogenation and hydrolysis of lecithin in its oxidation 
promoting activity. 

Hydrogenation. 50 ee. of 1% lecithin aleohol-ether (3:1) 
solution was, on addition of 0.1 g. of platin black (Willstaitter 
and Mayer 1908; Poal and Ochme 1918), bubbled with wash- 
ed hydrogen gas, until the solution ceased to take up iodine. 
The solution was then evaporated under a low pressure and the 
residue was taken in ether. The result of experiment with this 
preparation is as follows. 


TABLE X. 


Experiment with hydrolecithin 


(Compared with lecithin and hydrolecithin.) 


Amount of 


Time Control Amount of Lecithin| yydrolecithin 
20 mg. 90. me 
10’ 140 175 141 
20’ 295 317 228 
30’ 279 411 280 
% of activity 4 : Can a ee 
oe odtee SO 10096 147% 100.39 
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Experiment with various concentrations of Hydrolecithin. 


Hydrolecithin. mg. 
Time Control 
2 5 10 20 

10’ 148 146 145 154 152 

20° ope 4 S48 239 248 243 

30’ 295. | - 298 £91 300 299 
t) ate | < aa 
% oi va hae 100% = 101.094 98.7 9¢ 101.79 101.59 


Hydrogenation destroys therefore the lecithin activation of 
tissue oxidation. 

Hydrolysis. The hydrolysis of lecithin was performed by 
heating it with saturated baryt solution by Maclean’s method. 
(1908). At intervals of 30’, 60’, 120’ and 360’ of hydrolysis 
the activity was examined by the usual method. The result 
is shown in table XT. 


TABLE XI. 
Experiment with hydrolised lecithin 20 mg. sample 


Oxygen consumption. 


Lecithi Time after Hydrolysis 
Time Control eC : 
so. | eo’ | 120° | 240’ | 360" 
10’ 179 279 18 | 172 | 167 |- 160 | 187 
<0" $52} 524 Bio | Btg-1 811 | 907 4407 
30’ 495 698 436 | 407 | 398 | 391 | 3805 
26 of activity | roq9¢ | 1649s | 102.49% | 95.796 | 93.796 | 9296 | 91.5% 


As will be seen hydrolysis ever only for 30! almost destrov~ 
the activity of lecithin, and hydrolysis prolonged over one hou: 


is entirely deteriorative. 
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VIII. THE EFFECT OF LECITHIN AND CHOLESTEROL UPON 
THE OXIDATION OF AMINO ACID ON THE SURFACE 
OF CHARCOAL. 

In the foregoing paragraphs we have seen that the lecithin 
and cholesterol have a significant and opposite action on the 
oxygen consuming activity of tissue. As is clear from the 
description lecithin and cholesterol in these experiments were 
added in the ether solution to the dried material and on the 
evaporation of ether were dried on the surface of dried tissue. 
The addition of lecithin and. cholesterol in the watery solution 
or suspension to the oxidation system does not show any appre- 
ciable influence on the oxygen consuming activity. This seems 
to us to indicate clearly that these substances play some réle 
in the oxidation occurring at the surface. To have a more 
definite idea on this relation we. have proceeded to test the effect 
of these substances on the oxidation playing on the surface of 
charcoal, using a useful model introduced by Warburg (1921) 
in biological oxidations. As charcoal does oxidise fatty acids 
and dibasic acids, a simple amino acid as glycocoll was taken 
as oxidisable substance. 

The method of study remained the same as in the foregoing 
experiments. The charcoal was taken in place of dried tissue 
powder, while we used glycocoll instead of succinic acid. The 
buffer and acidity were the same in both cases. 100 mg. of charcoal, 
2. ce. of. phosphate buffer solution and 6 cc. of distilled water 
were placed in the main compartment of the vessel, while 1 cc. 
of 10% potassium hydroxide was introduced into the central 
compartment. A. series of vessels thus loaded was placed in a 
thermostat at 38° and shaken for 10 minutes with the cock 
open which communicates the gas space of the vessel to the 
atmosphere. The cock was then closed and the vessel was 
shaken again for 5 minutes, at the end of that time the reading 
being taken. Usually the amount of oxygen consumed was same 
throughout the series and if this was not the case, shaking for 
further five minutes was repeated. 
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In our case, where the charcoal was extracted wholly with 
ether repeatedly and well grounded after drying, the first five 
minutes shaking sufficed. Then 2 cc. of m/10 Glycin solution 
neutralised against phenolphthalein with potassium hydroxide 
were introduced into the main compartment of the vessel except 
the one which stood as a contro). The reading in a control 
‘experiment, which indicates the consumption of oxygen by 
charcoal itself, was subtracted from the experiment with sub- 
strate. 

The amount of lecithin added varied in the amount of 2, 
5, 20, 40, 80, 100, 180 and 160 mg. 

The auto-oxidability of lecithin on the surface of charcoal 
was also examined. This did not amount to much, the volume 
of oxygen consumed being only 1-2 cmm. for 40-120 mg. of 
lecithin. The degree’ of auto-oxidation was estimated for all of 
the succeeding experiments and the value was reduced: from 
the main experimental data. 

The effect of lecithin and cholesterol] may be summarised 
in the following table. 


TABLE XII. 


Experiment in regard to autoxidation of lecithin on the 
surface of charcoal. 


Amount of oxygen consumption (cmm.) 


Tj (Charcoal) , Amount of lecithin. mg. 
ee control 49 80 en 
40’ 3.2 3.2 3. 3.5 
80" 4.9 5.2 5.8 5.4 
cas oe 7.3 8.0 7.6 
Difference of = 
oxygen consumed an 
volume after +1.0 71,7. +13 
120’ 
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TABLE XIII. 
A. Main experiment with lecithin in regard to glycocoll oxidation 
Amount of leci- Amount of leci- 
i Glycocoll thin mg. Ti Glycocoll thin mg. 
Time control ae control 
5 10 20 40 
40' 8.5 8.3 9.0 40’ 8.5 9.6 11.7 
80’ 14.2 14.5 15.5 80’ 14.0 17.7 21.5 
NEO) 19.0 19.5 20.5 120’ 18.6 23.0 27.4 
_% of %, of 
activity | y00% | 102.6% | 107.9% | 9CEMEY | 109% | 118.8% | 147.3% 
120' 120’ 
re 7 Amount of leci- os 4 Amount of leci- 
ae ycoco thin mg. = ycoco thin mg. 
Time control Time control 
80 130 100 | 160 © 
40' 9.0 12.9 10.5 40’ 8.7 12.1 9.5 
80’ 15.0 22.6 18.0 89’ 13.8 £0.9 15.7 
120’ 19.1 31.0 23.3 120’ 18.8 28.2 20.6 
eo See % of 
ari | 009% | 162.596 | 121.59¢ |] vty | anq% | 15096 | 11.79% 
1207 120’ 
i. Main experiment with cholesterol 
in regard to Glycocoll oxidation. 
Amount of 
Glycocoll cholesterol 
Time control ms: 
2 5 
40’ 8.6 6.6 6.1 
§0’ 14.4 13.5 11.0 
Os 19.4 18.7 15,8 
26 of a ak 
acsty | 100% | 96.494 | 81.49% 
120! 
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B. Main experiment with cholesterol in regard to 
Glycocoll oxidation. 


Roane Si a) -Amound of 
stero cholesterol 
= Glycocoll ce a 3 Glycocoll 
Time Gl mg. Time eanivel mg. 
. 10 20 40 80 
40’ 8.8 5.7 595) 40’ 9.0 5.0 4.5 
80’ 14.9 9.1 9.0 80’ 15.0 
120’ 19.2 D bear 10.8 a0! 19.0 7.9 Giees 
% of | | % of 
Metter | 100% | 66.29% | 56.3% | SCHMY | yog9¢ | 41.59 | 38% 
120° 120' 
Sammarised Table. 
Amount of Percentage of activity after 120’ 
lecithin aS : 
or A. Exp. with lecithin B. Exp. with cholesterol 
eee absolute difference absolute difference 
% °6 % % 
0 (control) 100 100 
4 96.4 — 3.6 
5 102.6 + 2.6 81.4 —18.6 
10 107.9 + 7.9. 66.2 —33.8 
20 118.3 +18.3 56.3 — 43.7 
40 147.3 +47.3 41.5 — 58.5 
80 162.5 +62.5 38.0 — 62.0 
190 150.0 +50.0 
13 AWS + 21.5 + 9% of accerelation. 
160 nb ky ratte, — % of retardation. 


As will be seen from these tables and figures the addition 
of a certain amount of Iecithin increases the oxidability’ of 
amino acid on the surface of charcoal. This accelaration of 
oxidation by lecithin increases with the amount of lecithin to 
a certain point, the further addition becoming rather unfavoura- 
ble. The cholesterol retards, on the other land, always the 
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oxidability of amino acid considerably. It is interesting to 
observe that results coincide exactly with those in the case of 
tissue oxidation. 


SAMMARY. 


1. Muscles rich in lecithin consume the oxygen much 
more than those poor in it. 

2. Lecithin promotes the oxygen consumptive activity of 
tissue powder, while cholesterol retards that power. The same 
is true with the oxidation of amino acid on charcoal surface. 

3. Cephalin, cuorin and cholesterolester exhibit no in- 
fluence upon the oxygen consuming activity of tissue. 

4.. Hydrogenation or hydrolysis destroys the action of 
lecithin as promoter of oxygen consumption of tissue. 


The writer wishes to acknowledge his indebtedness to Pro- 
fessor S. Kakiuchi, whose suggestions and advice have been 
invaluable. 
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Fig. III. 


The effect of extraction with fat solvents on the 
oxygen consuming activity of complete dry 
muscle powder. (Table V) 


——— Control (without trestment ) 


—-——— Treatment with Aceton. 
02 nae aa z w Ether. 
om wo om ! ie Alcohol. 


Bio Vs 
The effect of extraction with fat solvents on the 


oxygen consuming activity of incomplete dry 
muscle powder. (Table VI) 


Control (without treatment ) 
—e Treatment with aceton 
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THE EFFECT OF TEMPERATURE ON THE 
OXIDATION OF PYRUVIC ACID AND 
FUMARIC ACID BY TISSUE. 


By 


KOHTA TSUNEYOSHI. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, December 1, 1926.) 
I. InrrRopvucrion. 


Toyoda reported in his paper (1927) that the oxidation of 
an amino acid on the animal charcoal has its optimum tempera- 
ture nearly at 38°. This is quite significant as that temperature 
represents the one which prevails in almost all of homceothermic 
animal. Interested to know whether this is a phenomenon only 
observable in that model experiment, or whether the same is 
true of the oxidation process in the. tissue, I made some study 
on the temperature factor of the oxidation of pyruvic and fumaric 
acid by the muscular tissue, the result of which is given in 
following paragraphs. 

Ii. THe MeErnop. 

The method remained on the whole the,same as described 
in the previous paper (1927). 

The muscular powder (rat skeletal muscle) was applied in 
wet form (0.2¢m.). The concentration of the acid used in form 


of their salts was ia Mol. so that the final concentration be- 


come Mol. The temperature was varied at the following 


30°, 35°, 38°, 40° and 45°. The reading of 
manometers was made at the end of 20, 40 and 60 minutes. 


50 


: te} = poke) 
degrees 20°, 28°, d 


Ill. Tur resurr. 
The result given in the following table is the mean of three 


OX periments. 
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TABLE I. 


Experiment with pyruvate, at various temperatures 
(each 0.2 gm. of skeletal muscle of rat) 


Amount of oxygen consumption (cmm) at 
Time 
20° 257 ie oO | 30° 38° 40° 45° 
20' 3.7 8.0 9.2 | 10.2 11.0 9.7 9.5 
40’ 6.5 11.2 12.9 | 14.4 16.1 13.7 12-1 
60’ 8.1 13.0 15.0 | 16.9 19:3 16.1 18.0 
TABLE If. 
Experiment with Fumarate at various temperatures. 
(each 0.2 gm. of skeletal muscle of rat) 
Amount of oxygen consumption (emm) at 
Time 
20° 25° 30° 385° 38° 40° 45° 
20! 2.7 6.5 9.0 12.0 12.8 12.3 11.0 
40’ 3.8 10.0 14,2 18.0 21.0 18.8 16.5 
69’ 4.5 Wee Yb UE 21.8 25.0 22.5 19.5 


As is seen from the tables and figures the oxygen consump- 
tion increases very rapidly with the increase of temperature, 
but reaches at 38° its maximum value, decreasing again on 
further elevation of temperature. This result coincides entirely 
with that obtained by Toyoda with his charcoal model, and 
is. related to the definite constancy of body temperature of 
homeeothermie animals. 


CoxcLusion. 
The oxygen consumption of tissues has its maximal activity 
near at 38°. 
REFERENCES 


Toyoda, S. (1927): Journ. of Biochem. 7, 209. 
Tsuneyoshi, K. (1927): Journ. of Biochem. 7, 227. 
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THE SIGNIFICANCE OF LIPOIDS IIN THE OXYGEN 
CONSUMING ACTIVITY OF TISSUES. 


I, The oxygen consuming activity of tissue and 
the mitochondrial structure. 


By 


SAMUKO KAKIUCHI. 


(From the Biochemical Laboratory, Tokyo Imperi1l University) 


(Received for publication, December 1, 1927.) 


With the idea in mind to get a clear conception regarding 
the relation between the oxygen consuming power of vissue ex- 
amined by the method of Warburg and the activity of the same 
tissue for decolourizing methylene bluc by the method of 
Thunberg, Ladviced Dr. K. Tsuneyoshi to compare both these 
activities with different tissues of the same animal and with the 
same kind of tissue in animals of various species. In the course 
of his study it struck me very much that tissue rich in lipoid 
consumes the oxygen much more than that poor in lipoid, which 
fact led us to investigate the effect of various kinds of lipoid 
upon the oxygen consuming activity of tissue. In consequence 
of this investigation it became clear that lecithin shows a 
promoting effect on the oxygen consumption of the tissue, and 
cholesterol on the other hand, has an inhibiting action, wuile 
other lipoids like cephalin, cholesterolester and cuorin have 
nothing to do with the oxygen consumption of tissue. 

Kingsbury (1912) in his study of mitochondria reported 
that mitochondria are present in a larger amount in cells of 
embryo and other quick growing tissues, while very meagre in 
the elderly cells. There is now a growing believe among cyto- 
logists that these mitochondria are lipin like substances, and are 
easily dissolved when treated with alcohol or acetic acid. As 
Tsuneyoshi’s results show the fatal effect of alcohol] and acctic 
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acid treatment of tissue on its oxygen consuming activity, it seems 
to me very interesting to investigate the relation of morphological 
and chemical nature of differently treated tissues. ‘The present 
communication which constitutes a preliminary report of a later 
publication, will indicate a close parallelism between the activity 
and morphological change observed. 


MatTERIAL AND METHOD. 


Ox heart muscle was selected as material as it is very 
active in the oxygen consuming power and is relatively stable. 

The fixing fluid used was Ciaccio’s solution in which acetic 
acid was reduced to a few drop per 100cc. of the fluid. Alt- 
mann’s granula staining by Kull was followed. 

Bullard (1916) described the mitochondrial structure of 
heart muscle and showed that mitochondrial straining coincide 
with anisotropic portion of the fibrilles. 


RESULT. 


The result is shown summarized in the following table.. 
The oxygen consuming activity of powder not treated by fat 
solvent or acetic acid was taken as standard. 


Treatment Fe bet Misochend et 
Original powder 100 well preserved 
cranieiey Daich eee owder 16.4 almost destructed 
eral Sen ned pomeen 81.6 fairly well preserved 
eae a ea 95.2 well preserved 


Completely dried i : 

Gone Wie = 65.2 fairly well preserved 
Powder treat j 

‘alcohol ae 2 entirely destroyed 


Powder treated with 


acetic acid 1.0 entirely destroyed 
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As will be clear from the report by Tsuneyoshi (1927) 
lipoids seem to play no special significant réle for the anaerobic 
oxidation as studied by the method of Thunberg. 


REFERENCES 


Bullard, H. H. (1916): Am. J. Anat., 19, 1. 
Kingsbury, B. F. (1912): Anat. Record, 6, 39, 
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THE EFFECT OF LIPOID ON THE POWER OF 
THE DEHYDROGENATION OF TISSUE. 


By 


KOHTA TSUNEYOSHI. 


(From the Biochemical Laboratory, Institute of Medical Chemistry, 
Tokyo Imperial University. Director: Prof. S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, December 1, 1926.) 


INTRODUCTORY. 


In a previous paper (1927, ii) it was stated that lecithin pro- 
motes the oxygen consumptive activity of tissue, while chole- 
sterol retards it. In the following experiments the effect of 
these lipoids on the power of dehydrogenation of tissue- was 
studied. 


THE METHOD. 


The power of dehydrogenation of tissue was examined by 
the degree of decolourisation of methylene blue after the method 
of Thunberg (1920). Each of the evacuation tubes was loaded 
with 100mg. of dried muscle powder, prepared as described in a 
previous paper (Tsuneyoshi 1927, i) treated differently to suit the 


experimental purpose, 0.2 ce. of = methylene blue solution, 
5 


0.2cc. of phosphate buffer (PH=7.3) and 0.2 cc. of donator 


substance ( = potassium succinate neutral to phenolphthalein ) 


and filled. with water to 1 cc. 

The content of each tube was well mixed and the whole 
series of tubes was evacuated together to 10-15 mm. Hg. pressure 
at room temperature. This will take about 5 minutes. All of 
tubes were then placed in a water thermostat at 38° and the 
time nescessary for entire decolourisation was noted. The degree» 
of decolourisation was observed during the course and the 
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following notation was used for the description. 


No decolourisation _ 


Weak U + 
Strong 7 ++ 
Entire Y +++ 


THE RESULTS. 


1. The effect of lecithin, cephalin and cholesterol fraction 
on the decolourisation time of methylene blue. 


Lecithin, cephalin and cholesterol fractions were prepared 
from ox heart and each fraction was added in the form of ether 
solution to the powder, dried in vacuum and used for the ex- 
periment. The amount of each fraction added to 100 mg. powder 
was 10 and 20mg. The result is given in Table I. 

As is seen in the table there is no visible differences observa- 
ble in these experiments. In the case of 20mg. addition of 
cholesterol only a little retardation is noticeable. 


2. The effect of lecithin and cholesterol. 


Lecithin and cholesterol were added in amounts of 2, 5, 10, 
20 and 40mg. to 100mg. of muscle powder and the time for 
entire decolourisation of methylene blue was noted. The result 
is given in Table IT and III. 

As can be seen from the table there is no effect with the 
addition of lecithin up to 10 mg. and the further addition of the 
substance retards the decolourisation a little. This is quite dif- 
ferent from the result observed in the case of oxygen consump- 
tion experiment previously reported (Tsuneyoshi 1927, ii), in 
which the addition of lecithin promoted the process of oxygen 
consumption. 

The addition of cholesterol shows also no such _ special 
retarding action, as seen in case of oxygen consumption, and 
there is only a little retardation observed with a great amount 
of the substance. 


These results tell us clearly that the lipoids act no special 
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role with the ancerobic dehydrogenation of a donator in pre- 
sence of methylene blue. 


SUMMARY. 


Lecithin and cholesterol in a tolerable amount neither 
promote nor retard the power of decolourisation by tissue. Both 
of them retard the power when they were applied in a larger 
amount. 


REFERENCES 


Thungberg T. (1920): Skand. Arch. f. phys. 40. 12. 
Tsuneyoshi K. (1927, i): J. of Biochem. 7, 227. 
(1927, ii): J. of Biochem. 7, 235. 


P. S.: A part of the expense of the above series of investiga- 
tions was defrayed by a grant from the Loyal Academy Research 
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UBER DAS VERHALTEN DES o-PICOLINS UND 
DER o-PICOLINSAURE IM ORGANISMUS 
VERSCHIEDENER TIERE. 


Von 


YUZO SENDJU. 


(Aus dem medizinisch-chemischex Institut zu Nagasak7. 
Direktor: Prof. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 17. Dezember 1926.) 


Die Analogie, welche die Substanzen der Pyridingruppe 
in eihrem chemischen Charakter mit den Benzolderivaten dar- 
bieten, berechtigte zu der Erwartung, dass sie auch im Tier- 
‘kérper ein ahnliches Verhalten zeigen wirden, wie die aromati- 
schen Verbindungen. 

Zuerst ging R. Cohn™ (1889) dazu tiber, ein pematoeeae 
auf sein Verhalten im Tierkérper zu priifen, welches eine Seiten- 
kette besitzt, und zwar gedachte er zunichst, den Pyridinaldehyd 
zu verfiittern, um zu erfahren, ob derselbe bei Saugetieren. wie 
das Furfurol, als Glykokollverbindung ausgeschieden wird. Da 
ihm dessen Darstellung nicht gelang, so verwendete er zu seinen 
Versuchen das «-Picolin selbst, in der Erwartung, dass der Tier- 
kérper schon die Oxydation der Methylgruppe selbst besorgen 
wiirde. 

Die angefiihrte Synthese ist nun eine so interessante, dass 
es sich sehr wohl verlohnte, schon allein zur Bestitigung die 
Versuche zu wiederholen: Dann aber stellte ich mir die Auf- 
gabe, sie erstens bei verschiedenen Tierarten auszufiihren und 
zweitens statt des Picolins selbst die Carbonsiure in den Organis- 
mus einzuftihren. 

Das zu meinen Versuchen dienende «-Picolin wurde von 
Kahlbaum geliefert und die «-Picolinsiure aus «-Picolin durch 
Oxydation mit ibermangansaurem Kalium nach dem Verfahren 


(1) R. Cohn. B. 27, 2904 (1889). 
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von Weidel™ (1879) dargestellt. 

Zunichst konnte ich feststellen, dass man nach Fiitterung 
mit «-Picolin und «-Picolinsiure sowohl bei Hunden als auch 
bei Kaninchen und Fréschen die von Cohn gefundene Verbind- 
ung, nimlich die o&-Pyridinursiure, aus dem Urin erhalt. Es 
ist daher sicher festgestellt, dass das «-Picolin im Organismus 
von oben erwihnten Tieren durch Oxydation zu o-Picolinsture 
und Paarung mit Glykokoll in eine der Hippursaiure vollkom- 
men analoge Séure umgewandelt wird. 

Weitere Untersuchung érgab, dass die «-Picolinsiure auch 
im, Organismus der Vogel sich ganz ebenso verhilt wie die 
Benzoesiure, dass sie in eine mit Ornithin gepaarte, der Ornithur- 
siure analoge Verbindung tbergefiihrt wird. 


I. VERSUCHE BEI KANINCHEN. 
A. o-Picolin. 


Versuch 1. 8 Kaninchen wurde das reine, unverdiinnte o- 
Picolin in taglichen Dosen von 0,5-0,7 g subkutan eingespritzt. 
Im ganzen efhielten die Kaninchen zusammen 9,0 g «-Picolin. 

Die Verarbeitung der Urine geschah in folgender Weise: 
sie wurden immer mit Essigsiure schwach angesduert, unter 
vermindertem Druck zur Trockne eingedampft, mit heissem 
Alkohol 3mal extrahiert, die vereinigten Ausztige nach dem 
Klaren filtriert und unter vermindertem Druck abgedampft, der 
Riickstand in 5% H.SO, gelést und mit Phosphorwolframsiure- 
lésung gefallt. Der Niederschlag wurde nach bekannter Weise 
mit Baryt zerlegt, der Uberschuss von Baryt durch Kohlensdaure 
entfernt. Das Filtrat wurde dann unter vermindertem Druck 
stark eingeengt, mit Schwefelsiure angesiiuert und im Extrak- 
tionsapparat mit Ather extrahiert. Es schieden sich daraus in 
grésserer Menge Kristalle ab, die nach einmaliger Umkristal- 
lisation aus heissem Wasser farblos sind und trocken 5,8¢ wiegen. 

Die Kristalle schmelzen unter Gasentwickelung hei 165°. 


(2) Chem. Ber. Bd. 12, S. 1992 (1879). 
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Durch folgende Analyse und den Spaltungsversuch ist als sicher 
festgestellt, dass es sich bei der Substanz um eine Glykokoll- 
verbindung der a- Picolinsiure, namlich die o«- Pyridinursaure, 
handelt. 

0,1214 g Substanz gaben 0,2372 ¢ CO:, 0,0450 g¢ H.0 

0, 1468 ¢ Substanz gaben 21,6 ccm N (31,2° : 760 mm) 


Berechnet fiir CsHsN203 Gefunden: 
C Bs,5505 Dale. 6 
H 4,44% 414% 
N 15,55.% 15,82% 


Hierauf machte ich einen Spaltungsversuch der «-Pyridinur- 
sdure, indem ich 1,0¢ der reinen Substanz 5 Stunden mit 100 
ecm heissgesittigten Barytwassers am Riickflusskthler kochte; 
der tiberschiissige Baryt wurde durch CO, entfernt, das Filtrat 
eingedampft, der gebundene Baryt durch Schwefelsiure genau 
ausgefallt und das Filtrat unter vermindertem Druck zur Trockne 
eingedampft. Der Riickstand, welcher das Gemenge der Spal- 
tungsprodukte enthielt, wurde mit absolutem Alkohol verrieben, 
dabei ging ein Teil in Lésung, ein anderer blieb ungelést. Der 
letztere war farblos, wog 0,25¢. Dass es sich um Glykokoll 
handelte, wurde durch eine N-Bestimmung bestitigt. 

0,1108 g Substanz verbrauchten 14,8 ccm */ioH2SO, 


Ber. fir C.H;NO:: Gefunden: 
N 18,66 6 18,70% 


Aus Alkoholausziigen erhielt ich nach Verdampfen und 
Umkristallisieren aus Wasser eine analysenreine Substanz in 
einer Menge von 0,37g. Sie gab einen mit der o-Picolinséiure 
gut stimmenden Siieketoitwert: 

0,1380 ¢ Substanz gaben 14,5ccm N (29°, 756 mm) 


acne. fir CsHsNO:: Gefunden: 
N 11,38% 11,34% 


Versuch 2. Einem Kaninchen wurde &-Picolin in 10 proz. 
Lésung in der. Gesamtquantitét von 4g innerlich in Dosen zu 
0,5g einmal tiglich verabreicht. 

Die Verarbeitung der Urine geschah in der oben _ beschrie- 
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benen Art. Im ganzen erhielt ich 2,7 g farbloser Kristalle, die 


bei 165° schmolzen. 
0,1304 g Substanz gaben 19,0 cem N (80°, 761 mm), 


Berechnet fiir CsHsN203: Gefunden: 
N 15,55.% 15,75% 


Es ist also zweifellos, dass wir es in dem Umwandlungs- 
produkt des «-Picolins. mit. «-Pyridinursiure, d. h. der Glyko- 
kollverbindung der «-Picolinsiure, zu tun haben. 


B. a-Picolinsiure. 


Versucl, 8. 4 Kaninchen erhielten je 0,5g o-Picolinsdiure 
tiglich als Natriumsalz in 10 proz. Lésung mittels Schlund- 
sonde. Im ganzen wurden 10¢ a-Picolinsaéure verftittert. Der 
Harn wurde auf gleiche Weise wie beim Versuch mit Picolin- 
fiitterung behandelt. Die aus Atherextrakt ausgeschiedenen 
Kristalle wogen trocken 4,5¢. Auf Grund einer Analyse und 
des Schmelzpunkts wird die Substanz als o-Pyridinursiure 


angenommen. 
0,1374 g Substanz gaben 19,2 cem (25°, 762 mm), 
Berechnet fiir CsHsN.0;: Gefunden: 
N 15,55 9% 15,55% 


II. Versucu sper HunpeEN. 


A. ea-Picolin. 


Versuch 4. Ich gab das reine, unverdiinnte «-Picolin 2 
Hunden subkutan. Sie vertrugen es eine Woche lang in tig- 
lichen Dosen von 0,7-1,0g. -Im ganzen erhielten die Hunde 
zusammen 10,0 ¢ «-Picolin. 

Aus dem Dee. den ich eee wie den Kaninchenharn 
verarbeitete, konnte ich 7,3¢ reinc Substanz erhalten, welche 
bei 166°. schmolz. 

Dass es sich um eine Glykokollverbindung der c-Picolin- 
siure handelte, wurde durch folgende Versuche zur Gewisshcit. 

0,1226 g Substanz gaben 0,2408 ¢ CO,, 0,0530 ¢ HO, 
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0,1218 g Substanz gaben 17,5ccm N (28,5°. 762 mm.) 


Berechnet fiir CsH;N.O3: Gefunden: 
C Boso0p: 53,5695 
H 4,449 4,83.% 
N 15,5595 15,68 % 


B. a«a-Picolinsiéiure. 


Versuch 5. 10,0 g derselben wurden zunichst mittelst Naz- 
CO; in 100cem Wasser gelést und davon 2 Hunden innerlich 
verabreicht und zwar in taglich einmaliger -Dosis von 1,0g¢ «- 
Picolinsaéure. Aus den wie sonst gewonnéenen Atherausziigen 
schieden sich beim Abdestillieren schéne Prismen aus, die bei 
166° schmolzen. Sie wogen trocken 4,2 ¢. 
0,1152 g Substanz gaben 16,4ccm N (28°, 75S mm.) 


Berechnet fiir CsH,N.03: Gefunden: 
N 15,55.% 15,5026 


Es handelt sich auch hier wiederum um eine Synthese der 
e-Picolinsiure mit Glykokoll zu der o-Pyridinursiure. 


lif. VeErsucuHe per FROscHEN. 


AS cePicolan. 


Versuch 6. 1070 Fréschen wurde je 0,01 g «-Picolin sub- 
kutan injiziert. Diese lieferten nach 24 Stunden 15750 ccm 
Harn. Die Verarbeitung der Urine geschah in der oben 
beschriebenen Art. Merkwiirdigerweise war die Menge des 
Umwandlungsproduktes sehr wenig. Sie betrug nur 0,099 g. 

0,0912 ¢ Substanz gaben 13cem N (26°, 758 mam.) 


Berechnet fiir C;HsN2O3: Gefunden: 
N 15,55.% 15,69 2% 


B. a-Picolinséiure. 


Versuch 7%. 579 Frésche erhielten je 0,01-0,02 g¢ a-Picolin- 
siiure als Natriumsalz subkutan. Aus 7350cem Harn, den die 
Tiere 24 Stunden nach der Injektion geliefert hatten, wurde 
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0,38 g o-Pyridinursiure dargestellt, welche bei 166° schmolz. 

Im Vergleich zur Picolinfiittterung ist die Menge des 
Umwandlungsproduktes recht gross. Es ergibt sich daraus, dass 
der: Froschorganismus die Oxydation der Methylgruppe des «- 
Picolins sehr wenig besorgen kann. 


IV. VersucH Ber HUBNERN. 


A. o-Pi¢eoiin: 


Versuch 8. 8 Hiihnern wurde das reine o-Picolin in 
tiiglichen Dosen von 0,5-0,7 g per Kopf subkutan eingegeben. 
Im ganzen erhielten die Tiere zusammen 10g a-Picolin. 

Die gesammelten Exkremente der Hiihner wurden auf dem 
Wasserbade getrocknet, mit heissem Alkohol extrahiert, letzterer 
nach dem Abkiihlen filtriert, unter vermindertem Druck ver- 
dunstet, der Riickstand mit 5 proz. H,SO, aufgenommen und 
mit Phosphorwolframsiure gefallt. Die weitere Bearbeitung 
geschah in der oben beschriebenen Weise. Aus dem Atherextrakt 
schieden sich Drusen von Kristallblattchen aus, die durch 
Filtration und Auswaschen mit reinem Ather leicht gereinigt 
wurden. Die Menge betrug 2,1 ¢. 

Die so gereinigten Kristallblattchen sind sehr schwer léslich 
in Wasser und Ather, leicht léslich in heissem Alkohol. Ihr 
Schmelzpunkt liegt bei 189°-190°C. 

Durch folgende Analyse und den Spaltungsversuch ist es 
zweifellos, dass wir es in dem Umwandlungsprodukt des o«- 
Picolins mit der Ornithinverbindung der a-Picolinsiure, fir 
welche wir den Namen «-Pyridinornithurséure vorschlagen, zu 
tun haben. 

0,1142 ¢ Substanz gaben 0,2498 g CQ:, 0,0572 ¢ HO, 
0,1860 g Substanz gaben 28,2ccm N (80,8°, 761 mm.) 


Berechnet ftir Cy,7HisNsO.: Gefunden: 
C 59,649% 59,66 % 
j3] 5, 26% 5,11,% 


N 16,37.% 16,39.% 
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Den Spaltungsversuch stellte ich mit 1,5 g o-Pyridinorni- 
thurséure an. Sie wurde mit starkem Barytwasser am Riickfluss- 
ktthler 5 Stunden gekocht, das Reaktionsprodukt in viel Wasser 
gelést, der tiberschtissige Baryt durch CO, entfernt, das Filtrat 
auf dem Wasserbad eingeengt. Man erhielt daraus Kristalle 
von picolinsaurem Barium in reichlicher Menge. Sie wurden 
abgesaugt, in wenig Wasser gelést, mit Schwefelsiure versetzt, | 
um das Barium vollsténdig auszufallen. Das VFiltrat vom 
Bariumsulfat wurde dann auf dem Wasserbad stark eingeengt. 
Man erhielt dabei 0,54 g Picolinsdure. 

0,1260 g Substanz gaben 0,2710 g¢ CO:, 0,0502 ¢ H.O 


Berechnet fir CsH;NO,: Gefunden: 
C 58,53 % 58,65. 
H 406% 4,45%6 


Die vom picolinsauren Barium abfiltrierte Flissigkeit wurde 
mit einer gesdttigten Sublimatlésung gefallt.. Der Niederschlag 
wurde in Wasser suspendiert, mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das Filtrat auf dem Wasserbad stark eingeengt und mit absolutem 
Alkohol erschépft. Der vom Chlorbarium abfiltrierte Alkohol- 
auszug wurde dann im Eisschrank stehen gelassen, Es schieden 
sich daraus in m4ssiger Menge Kristalle von salzsaurem Orni- 
thin ab. 

0,1814g¢ Substanz verbrauchten 17,2 ccm “/,H2SOx. 
Berechnet fiir C;Hi2N.O..2HCl: Gefunden: 
Ne 13,67% 13,27% 

Die Hauptmenge des salzsauren Ornithins wurde in Wasser 
gelést und nach dem Verfahren von Schotten u. Baumann 
benzoyliert, indem man der Lésung abwechselnd in kleinen 
Anteilen unter starkem Umschiitteln Natronlauge und Benzoyl- 
chlorid hinzufigte. Beim Ansiuern dieser Lésung mit Salz- 
siiure schied sich eine dicke kristallinische Masse aus, welche 
nach mehreren Stunden abgesaugt, mit Wasser chlorfrei gewa- 
schen und zur Entferung der. beigemengten Benzoesiure wieder- 
holt mit Ather behandelt wurde. Der in Ather unlésliche 
Riickstand schmolz bei 183°C. Aus den folgenden Analysen- 
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werten geht hervor,*dass die Substanz ais Ornithursaure bestand. 
0,1498 g Substanz gaben 9,38676 g COz, 0,0824g HO 


Berechnet fiir Cy Ha»N2O,: Gefunden: 
C 67 ,05.% 66 ,92% 
H 5,92.% 6,19% 


Somit ist mit Sicherheit erwieson, dass beim Kochen mit 
Baryt sich o-Fyridinornithursiure unter Bildung von «-Picolin- 
siure und Ornithin zersetzt. 

Versuch 9. 3 Hihnern wurde taglich 0,5-0,7 g «-Picolin in 
Wasser gelést per os eingegeben. Im ganzen erhielten die Tiere 
zusammen 16,2 ¢ «-Picolin. Die Verarbeitung des Harns geschah 
in der oben beschriebenen Weise. Es wurden erhalten: 3,74¢ 
o-Fyridinornithursiure. 

0,1004 ¢ Substanz gaben 15cem N (28,5°, 758 mm.) 


Berechnet fiir CyyHisN,O.: Gefunden: 
N 16,37.% 16,22% 


B. o«-Picolinsdure. 


Versuch 10. 10g derselben wurden mittelst NazCO; in 100 
ccm Wasser gelést und davon 4 Hiihnern per os verabreicht 
und zwar in tiglich einmaliger Dosis von 1g o-Picolinsiure. 
Die Behandlung des Harns und die Isolieruug des Umwand- 
lungsproduktes geschahen wie bei den tibrigen Versuchen. Im 
ganzen erhielt man 1,7 g e-Pyridinornithursaure. 

0,1226 g Substanz gaben 18cem N (24°C, 760 mm). 


Berechnet fiir Ci;HisN,O,: Gefunden: 
N 16,37% 16.38% 


Zieht man nun die erwiéihnten Tatsachen in Betracht, so 
unterliegt es keinem Zweifel, dass die an Hihner verabreichte 
oder die in ihren Kérperorganen aus a-Picolin umgewandelte 
o:-Picolinsiure an’ Ornithin gekuppelt wird und dann als e- 
Pyridinornithursiure zur Ausscheidung gelangt, der héchst wahr- 
scheinlich die folgerde Konstitution zukommt: 
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DIE KONDENSATION DER KETOCHOLANSAUREN. 


I. Mitteilung. 
Die Kondensation der Ketocholansauren mit Furfurol. 


Von 


KOOZOO KAZIRO. 


(Aus dem phystologisch-chemischen Ins'itut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Schimidzu.) 


(Eingegangen am 21. Dezember 1926.) 


. Die Benzaldehydreaktion von Claisen ist bekanntlich dfters 
zur Charakterisierung von Ketonen aliphatischer oder hydrocyk- 
lischer Reihe verwandt worden, unter der Voraussctzung, dass 
nur das dem Carbonyl benachbart stehende Methylen auf Alde- 
hyd zu reagieren vermag. 

Vorlander und Hobohm (1896) haben den Verlauf der 
Kondensation mit Aldehyden an Ketopentamethylen (Adipin- | 
keton) und Diaethylketon verfolgt, um zu sehen, inwiefern die 
aliphatische oder hydrocyklische Struktur ein abweichendes 
Verhalten bedingt. Sie beobachteten dabei, dass aus alipha- 
tischem Keton ein gesiittigtes Hydropyronderivat, dagegen aus 
hydrocyklischem Keton eine ungesittigte Dibenzalverbindung 
entsteht. In beiden Fallen wird aber die Kondensation unzwei- 
felhaft gleichartig durch die Beweglichkeit der Wasserstoffatome 
in den dem —CO— benachbart stehenden Methylgruppen bedingt. 

Diese Reaktionen gelten nicht nur mit Bezug auf Benzaldehyd, 
sondern auch mit Bezug auf einige andere aromatische Aldehy- 
de, z. B. Anisaldehyd, Furfurol. Vorlainder und Hobohm 
haben Difurfuralketopentamethylen (Pyroxanthin) aus Adipinke- 
ton und Difurfuralketohexamethylen aus Pymelinketon erhalten. 

In der vorliegenden Mitteilung méchte ich tber einige 
Kondensationsprodukte aus einigen Ketocholansiuren mit Fur- 
furol berichten. 
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Die Kondensation der Gallensiuren ist eine interessante 
Aufgabe in Bezug auf die Konstitution und die Reaktion der- 
selben, und sie wurde ebenfalls von einigen Autoren schon 
ziemlich eingehend untersucht. 

Schimidzu (1922) hat im Jahre 1922 ein Kondensations- 
produkt der Dehydrodesoxycholsiure erhalten, das durch Ein- 
leiten von Salzsduregas in die alkohclische Lésung der Saure. 
hergestellt wurde. Er hat gezeigt, dass bei dieser Reaktion 
unter dem Einfluss der Salzsiure eine Aldolkondensation zwi- 
schen 2 CO-haltigen Ringen eintritt, und dass diese Kondensa- 
tion zwischen einem —CO— einer Dehydrodesoxycholsdiure und 
einer dem —CO— benachbart stehenden Methylgruppe anderer 
Dehydrodesoxycholsiure stattfindet. 

Borsche und Frank haben im Jahre 1924 einige 
Kondensationsprodukte der Gallensiuren mit verschiedenen 
aromatischen Aldehyden gewonnen, némlich Dehydrocholsiure, 
Dehydrodesoxycholsiure, Brenzdesoxycholsiure und Brenziso- 
desoxycholsiure mit Benzaldehyd, Anisaldehyd; p-Chlorbenzal- 
dehyd und p-Nitrebenzaldehyd. Sie haben auch einige ‘‘ Chino- 
cholansdéuren ’’? aus Dehydrocholséiure und Dehydrodesoxychol- 
-siure mit o-Aminobenzaldehyd bzw. mit Isatinséure erhalten. 

Neulich hat Windaus (1924)-in seiner Untersuchung tiber 
die Koustitution der Hyo-desoxycholsiure ein Kondensations- 
produkt der Dehydrohyodesoxycholsiure mit Anisaldehyd: 
Monoanisalverbindung dargestellt. 

ich habe als Ketocholansiure, Dehydrocholsiure, Dehydro- 
desoxycholsiiure, Dehydrohyodesoxycholsiure, Dehydrogallode- 
soxycholsiiure (identisch mit Dehydrochenodesoxycholsiure), 7- 
13-Diketocholansiiure (Isodehydrodesoxycholsiure) ynd Bilian- 
siiure (7-13-Diketocholantricarbonsiure) benutzt. Die Reaktionen 
gingen mit vorderen 4 Ketocholansaiuren glatt vor sich, nicht 
aber mit 7-18-Diketocholansiure und Biliansiure, wie es bei 
dem Versuch Borsches auch der Fall war. Die Dehydrochol- 
sdure und Dehydrodesoxycholsiure reagiert mit 2 Mol, wihrend 
es die Dehydrohyodesoxycholsiiure nur mit 1 Mol Furfurol tut. 
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Die mit Dehydrogallodesoxycholsiure reagierte Molekiilzahl von 
Furfurol konnte ich nicht bestimmen wegen des Mangels an 
Ausgangsmaterial. 
Fitr Dehydrocholsiure ist die Konstitutionsformel folgen- 

dermassen anzunehmen. 
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Es sollte also hier nach Claisens Regel mit 5 Aldehyd- 
molektilen Furfurole reagieren. Es ist bemerkenswert, dass die 
wirklich kondensierbare Aldehydzahl, wie oben geschildert, noch 
kleiner ist. Borsche und Frank haben sich, auch fir diese 
Tatsache interessiert. Sie haben beobachtet, dass von den unter- 
suchten Ketosiuren nur diejenigen mit Aldehyden kondensiert 
hatten, die ein Keton in Ring I enthalten, und dass jedes 
Kondensationsprodukt nur so viele Aldehydmolektile gebunden 
hat, wie =CH:-Reste neben dem —CO— in Ring I vorhanden 
sind. Sie beobachteten tatsichlich, dass die 7-138-Diketocholan- 
siure und Biliansiure, die in Ring, I kein —CO— enthalten, 
keine Kondenstionsprodukte liefern, wie es bei meinem Versuch 
auch der Fall ist. Uber die Umstinde, unter denen die dem 
—CO-— benachbarten =CH2-Reste in einem Ringe die Anzie- 
hungskraft fiir die Aldehydmolekiile im anderen Ringe rauben, 
wollten sie nicht bestimmte Vermutungen dussern. 

Windaus hat entgegen dem Ergebnis von Borsche und 
Frank gefunden, dass die Dehydrohyodesoxycholsiure (a-wie B- 
Ketosiiure) keine Dianisal-, sondern Monoanisalverbindung lie- 
fert, trotzdem das Sauerstoffatom in Ring I der Ketosiure an 
C; anhaften miisste. Er hat gegen diesen Widerspruch die 
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Erklérung gegeben, dass das Derivat von Allocholanséure bei 
der Kondensation sich verschieden verhalten mitisste von dem 
Derivat von Cholansaéure. 

Mein Kollege Schoda (1926) hat in seiner Untersuchung 
uber das Verhiiltnis zwischen der Gallenséurestruktur und der 
fettspaltenden _Wirkung gefunden, dass der Wirkungsunter- 
schied zwischen Cholsdure, Gallo- und Hyo-desoxycholsaure auf 
eine struktuell genetische Verwandtschaft hindeutet, dass die 
OH-Gruppe der 7-Stellung die Lipasenwirkung beférdernd und 
die der 13-Stellung hemmend beeinflusst und dass die Wirkung 
der OH in 18-Stellung wohl die der 7-Stellung hemmen kann. 

Tch méchte nach diesen Daten vermuten, dass die CO-Gruppe 
der.13-Stellung hier auch die Anziehungskraft fir die Aldehyd- 
molekiile beseitigend, und die der 3- und 7-Stellung sie begiin- 
stigend wirkt; mag es auch eine zu voreilige Behauptung sein, 
so ist sie doch nicht ohne Begriindung. So wird man sich 
leicht erklaren kénnen, dass die Ketocholansiure, in der —CO— 
an 7-Stellung fehlt, z.B. Dehydrohyodesoxycholséure nur 1 
Mol Aldehyd kondensieren laisst, und dass die in der —CO— 
an 3-Stellung fehlt, z. B. 7-13-Diketocholansaure, kein Aldehyd- 
molekiil anzieht. Hier kann auch die Wirkung der CO-Gruppe 
der 138-Stellung die der 7-Stellung hemmen. 


Beschreibung der Versuche. 
I. Konprnsarrion mit DEHYDROCHOLSAURE, 4 R—Cx4H3,03. 


DiIFURFURALDEH YDROCHOLSAURE, 
4 R = CuHisO: ( = CH. C,H30). 


2,5 g Dehydrocholsiure werden -in 15ccm n-Natronlauge 
geldst, es werden 1,4 g. Furfurol und 10 ccm Wasser hinzugefiigt 
und durch kraftiges Umschiitteln in klare Loésung gebracht. 
Diese Lésung geht allmahlich in dicken braunlichen Sirup tiber. 
Dieser Sirup wird nach dreitagigem Aufbewahren mit verdiinnter 
Essigsdure angesiiuert und der dann gelblich gelatinés ausge- 
sehiedene Niederschlag wird mit 2 fachem Volumen warmen 
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Wassers vermischt, nach der Abkiihlung abgesaugt und gut 
ausgewaschen. Rohe Ausbeute betrug ca. 3¢, also theoretisch 
fast. quantitativ. Nach dem ‘Trocknen wird das gelblich- 
braunliche Reaktionsprodukt mit kaltem Alkohol gut ausge- 
waschen. ° Die Substanz wird dann zur gelblichweissen Masse 
umgewandelt, wahrend der Waschalkohol stark briéiunlichrot 
verfarbt ist. Der Riickstand wird im Alkohol heiss gelést, 
filtriert und aus dem schénen hellgelben Filtrate, unter Zusprit- 
zung von warmem Wasser bis zu beginnender Triibung, scheidet 
sich unter starker griiner Fluorescenz die erzielte Furfuralver- 
‘bindung allmahlich krystallinisch aus. Die Substanz krystal- 
lisiert sich in hellgelben prismatischen Nadeln oder in tetrago- 
nalen Prismen; sie schmilzt scharf bei 251°C. Aus Hisessig 
schied sich die Séure etwas schmutzig aus. Die Siéiure ist sehr 
leicht in Aether, schwerer in Benzol, leichter in Alkohol und 
Eisessig léslich, in Wasser aber ganz und gar unlislich. Sie 
entfarbt eine Permanganatlésung und addiert Brom sofort. In 
konzentrierter Schwefelsiure lést sich die Substanz mit einer 
schénen tiefvioletten Farbe auf. Durch gentigendes Einleiten 
von HCl-gas in ihre alkoholische Lésung tritt eine tiefviolette 
Farbe ein, die mit der Zeit in eine schwarze tibergeht. 
Analyse: 

0,1283 g Subst. geben 0,3224g¢ CO, und 0,0846g H:20. 

Berechnet: fiir Cz;H0;,+2H.0 C=68.64 H=7,12 

Gefunden C=68,538 H=7,38 


Il. KonpEnsaTION mit DEHYDRODESOXYCHOLSAURE, 
4 R aan OAs Oe 


DiruRFURALDEHYDRODESOXYCHOLSAURE, 
4R- Cx4H3:04 (= CH— C,H;0)., 


3g Dehydrodesoxycholsiure werden in 30ccm n-Natron- 
lauge gelést und dazu werden 2¢ Furfurol und 10 ccm Wasser 
zugefiigt, gelind erwirmt und kriftig geschiittelt, bis die Lésung 
klar bleibt. Nach 3 Tagen wird die dunkelrote, sirupése Misch- 
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ung mit Wasser verdiinnt, abfiltriert und dann mit verdinnter 
Essigsiure angesiuert. Der dabei sehr fein ausgeschiedene 
Niederschlag wird kurz auf dem Wasserbad erwirmt und die 
nun flockig zusammengeballte Masse abgesaugt und mit Wasser 
gut gewaschen. Ausbeute ist fast quantitativ. Diese Substanz 
ist aus dem Alkohol gut krystallisierbar. Durch mehrmaliges 
Umkrystallisieren wird die Substanz in schénen kanarien- 
gelben, feinen prismatischen Nadeln erhalten; sie schmilzt scharf 
bai 253°C. Thre alkoholische Lésung zeigt auch die starke griine 
Fluorescenz, wenn unter Zusatz von Wasser eine geringe Triib- 
ung erzeugt wird. Diese Substanz lést sich auch in konz. 
Schwefelsiure mit schéner tiefvioletter Farbe auf. Aus der 
Analysenzahl kann man nicht auf die aufgenommene Zahl der 
Aldehydmolekile schliessen, sondern erst durch die Bestimmung 
der Aequivalentzahl. 
Analyse: 
0,1159 g Subst. gaben 0,2983 g CO, und 0,0807¢ H.O. 
Berechnet fiir CxH»0s+2H2O C=70,30 H=7,64 
fur CooH3gO05 + 2 FICO) C=69,55 H=8,06 
Gefunden COS=70,12° H=7579 
Aequivalent: 

0,1397 g Subst. verbraucht 2,45 ccm n/10 Natronlauge. 

Berechnet fiir CxH»O.+2H:O 580 

Gefunden 570 


III. Koypensation mit DEHYDROHYODESOXYCHOLSAURE, 
4 R—CxyH-Ox. 


F'URFURALDEHYDROHYODESOXYCHOLSAURE, 
4R- Cu HO, ( — CH a C,H30) : 


1g Dehydrohyodesoxycholsiure werden fein gepulvert und 
in 20cem n-Natronlauge suspendiert, es werden 0,6 g Furfurol 
hinzugefiigt und dann wird gut umgeschiittelt. Die suspendierte 
Dehydrohyodesoxycholsiure lést sich dann nach wenigen Sekun- 
den mit Furfurol in eine klare Lisung. Aus dieser einmal in 
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eine klare Lésung umgewandelten Mischung wird bald wieder 
eine allmiihlich gelbliche flockige Masse ausgeschieden. Nach 
_3 Tagen wird die Masse abgesaugt, in warmem Wasser geldst 
und mit verditinnter Essigsiure angesiiuert. Der dabei ausge- 
schiedene feine Niederschlag wird kurz auf dem Wasserbad 
erwirmt, abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. Diese Sub- 
stanz wird aus warmem Alkohol unter Zusatz von etwas Wasser 
auskrystallisiert. Durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus 
Alkohol wird die Séure in gelben Prismen erhalten; sie schmilzt 
bei 237-239°C. Diese Saéure lést sich in konz. Schwefelsiiure 
mit bréunlicher Farbe leicht auf. 
Analyse: 
0,1163 g Subst. gaben 0,3070 ¢ CO. und 0,0832¢ H:0O. 
Berechnet fiir C3,;HwO.+ H: Oo C= 7255.4 Hire oe 53 
fir—C.H,;,0;+ H.0 C=71,90 H=8,38 
Gefunden C=91,99 H=8,01 
Titration: 
0,1039 g Subst. verbraucht 2,1ecm n/10 Natronlauge. 
Aequivalent: Berechnet fiir CyH;Os+H.O 484 
Gefunden 495 
Auf Gruffd dieser Daten ist es unzweifelhaft bestiitigt, dass 
es sich hier um eine Monofuralverbindung handelt. 


IV. Konpensarion mit DEHYDROGALLODESONYCHOLSAURE, 
4 R- Cog FagO,. 


FURFURALDEHY DROGALLODESOXYCHOLSAURE, 


4 R—CuHyO, (= CH —CsH;0)? 


0,3¢ Dehydrogallodesoxycholsiure werden in 10 ccm n/2- 
Natronlauge gelést und dazu werden 0,2. ¢ Furfurol und 10 ccm 
Wasser hinzugefiigt. Nach wenigen Stunden farbt sich die 
Mischung rétlich. Mit der Zeit nimmt die rote Farbe allmih- 
lich zu. Nach 2 Tagen scheidet sich eine gelblichrote krystal- 
linische Masse aus. Nach viertiigigem Aufbewahren wird 
warmes Wasser der Mischung zugesetat. Dadurch ist die kry- 
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stallinisch ausgeschiedene Masse wieder in Lésung gegangen und 
von den Verunreinigungen abfiltriert und mit verdtinnter Essig- 
sure angesiuert. Die dabei ausgeschiedene braunlichrote Masse 
wird abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. Die aus Al- 
koholf umkrystallisierte Sdure zeigt goldgelbe Prismen oder pris- 
matische Nadeln. Die Sdure lasst sich aus Alkohol durch 
Zusatz von etwas Wasser gut umkrystallisieren. Ausbeute betrug 
ca 0,2 ¢, Schmelzpunkt: 215-216°C. Diese Saure lést sich auch in 
konz. Schwefelsiure mit schéner tiefvioletter Farbe leicht auf. 
Analyse: 
0,1174 g Subst. gaben 0,3013 g CO, und 0,0834¢ H.0. 

Berechnet fiir CyxHw»O.+2H,O C=70,30 H-=7,64 

fir CoH»O;+ 20,0 C=69,32 H=7,57 

Gefunden C=69,99 H=7,94 
Wie schon erwahnt, konnte ich wegen ihrer zu kleinen 
Ausbeute das Molekulargewicht dieser Substanz nicht bestimmen. 


V. IXONDENSATIONSVERSUCH MIT 7—13-DIKETOCHOLANSAURE, 
4 R—-Cxy HO. 


Dieser Versuch wurde mit negativem Ergebnis ausgefiihrt. 

0,5 g fein gepulverte 7-13-Diketocholansdure werden in 15 
ccm n-Natronlauge suspendiert und es werden 0,3¢ Furfurol 
und 10 ccm Wasser hinzugefiigt. Dann geht die suspendierte 
Séure mit furfurol in klare Lésung tber. Nach viertigigem 
Stehen wird die Mischung mit Wasser verditinnt, abfiltriert und 
mit verdtinnter Essigsiiure angesiuert. Die ausgeschiedene 
braéunliche Masse wird aus Alkohol umkrystallisiert. Diese Siure 
wird durch mehrmaliges Umkrystallisieren in farblosen Krystal- 
len erhalten. Diese Siure schmilzt bei 174-175°C. Bei Mischver- 
fahren wird keine Schmelzpunkterniedrigung beobachtet. 


VI. KonprnsaTIoNsvERSUCH MIT BILIANSAURE, 
3 R—CyH3Os. 


Dieser Versuch wurde auch mit negativem Ergebnis durch- 
gefitihrt. 
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1g Bilianséure wird mit 0,4 ¢ Furfurol unter den gleichen 
Bedingungen bearbeitet. Die erhaltene gereinigte Saéure war 
nichts anderes als die gebrauchte Biliansfiure. Die Identitat 
wurde durch den Schmelzpunkt und die Aequivalentzahl 
bestatigt. 


Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn 
Prof. Dr. T. Schimidzu fir seine Leitung und liebenswiirdige 
Unterstiitzung meinen herzlichen Dank auszusprechen. 
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BIOLOGISCHE UNTERSUCHUNG DER GALLENSAUREN. 
lll. Mitteilung, 


I. Uber die Wirkung der Gallensiuren auf den 
Eiweissstoffwechsel des Kaninchens. 


Il. Uber cie antiseptische Wirkung der Gallensauren 
im Kaninchendarm, 


Von 
KOOZOO KAZIRO. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1926.) 


Hier méchte ich tiber den durch enterale Einfithrung der 
Gallensiuren hervorgerufenen etwaigen Einfluss auf den Organ-. 
ismus des Kaninchens berichten. Der Einfluss der Gallensiuren 
auf die chemischen physiologischen Vorgiinge im Darm bzw. 
auf die Faulnis und Darmperistaltik, und auf den Stoffwechsel 
im Organismus ist wenig bekannt. 

Um tber das Verhalten der Gallensiiuren im Organismus 
einige Kenntnis zu gewinnen, habe ich durch Verabreichung 
von Gallensiuren beim Kaninchen den Gesamtstickstoff, die 
gesamte Schwefelsiiure und die gepaarte Schwefelsiiure im Harn 
untersucht. Es war also in den vorliegenden Versuchen mein 
Zweck, 1. tiber die N-Stoffwechselwirkung der Gallensiuren im 
Organismus, und 2. tiber die antiseptische Wirkung der Gallen- 
siiuren im Darmtraktus Untersuchungen anzustellen. 


I. WrIrRKUNG DER GALLENSAUREN AUF DEN 
N-SrorrwEcHseEL. 
In den letzten Jabrzehnten wurden viele Untersuchungen 


durchgefiihrt, um die Becinflussung des Ablaufes der chemischen 
Umsetzungen im tierischen Organismuas durch pharmakologisch 


294 K. Kaziro: 


‘ader toxikologisch wichtige Substanzen zu verfolgen. Will man 
die sichere Stoffwechselwirkung eines Stoffes richtig beurteilen, 
so begegnet man immer mannigfachen Schwierigkeiten. Eine 
sichere Vermehrung des Eiweissumsatzes -findet z. B. durch 
Phosphor, die Metalle, Chloroform, Kohlendioxyd statt. Um- 
gekehrt wirken einige Pharmaka, z. B. Chinin, Antipyrin und 
Alkohol. Die Ansichten tiber die Wirkung der meisten anderen 
Kérper scheinen bei yerschiedenen Autoren recht geteilt zu 
sein. 

Es scheint mir nicht ohne Bedeutung zu sein, die Stoff- 
wechselwirkung der Gallensiuren zu verfolgen, die mit den 
chemischen Umsetzungen im tierischen Organismus physiologisch 
so oft unbedingt verknipft ist. Die Gallensiure wird bekannt- 
lich in der Leber gebildet und gepaart mit Glykokoll oder 
Taurin in die Galle ausgeschieden. So steht unzweifelhaft die 
Gallensiure in innigem Zusammenhang mit dem Eiweisstoff- 
wechsel der Leber. Seit Schiff und Stadelman ist im allge- 
meinen schon anerkannt, dass die Gallensiuren zum gréssten Teil 
von den Wanden des Darmes wieder resorbiert und zur 
Gallenbildung aufs neue verwendet werden (Gallenkreislauf). 
Wird also die Gallensiure einem Tier per os gegeben, so 
erreicht sie die Leber durch den Galienkreislauf. Ich habe 
in den vorliegenden Versuchen festgestellt, dass die Gesamt- 
stickstoffausscheidung im Harn durch Zufuhr der Gallensiuren 
bzw. der Cholsiure tiber die Norm gesteigert wird. Diese 
gesteigerte Stickstoffausscheidung mag einer Eiweissstoff- 
wechselsteigerung der Leber zuzuschreiben sein. Es scheint 
nicht zweifelhaft, dass die Leber sowohl mit der Resorption 
als auch mit der Umsetzung des Eiweisses in Zusammenhang 
steht. Und ausserdem wird man wohl annehmen kénnen, 
dass diese gesteigerte N-Ausscheidung im Harn eine Folge der 
gesteigerten Proteasenwirkung in der Leber ist. Der Einfluss 
der Gallensiuren auf die Fermentwirkung wurde von vielen 
Autoren-verfolgt. Seit O. Firth und Schiitz (1906), Magnus 
(1906), Wilstatter (1923) und Fujiwara (1925) weiss man 
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im allgemeinen, dass die Gallensiuren die fettspaltende Wirkung 
der Pankreaslipase stark férdern. Der Einfluss der Gallensiiuren 
auf die Proteasenwirkung ist seit langem von verschiedenen 
Autoren beobachtet worden, aber die Resultate sind von einander 
verschieden. R. Karasawa fand, dass die Eiweisspaltung 
durch Proteasen aus Pankreagy und Darmwand durch Zusatz von 
Gallensiuren stark gehemmt wird, und dass diese Hernmung 
je nach der Art der Gallensiuren ganz verschieden ist. Die 
Cholséure und Desoxycholsdiure beeinflussen die Trypsinwirkung 
hemmend, die Acet- und Stearincholeinséiure jedoch wirken viel 
schwacher als die Cholsféure und Desoxycholsiure. M. Shoda 
fand, dass die Cholsiure, Desoxycholsdure, Gallodesoxycholsdure 
und Hyodesoxycholsiure alle auf die Eiweissverdauung des 
Erepsins gleicherweise hemmend einwirken. 

Neuerdings hat Karasawa gefunden, dass die Gallenséuren 
durch Injektion den Eiweissstoffwechsel hemmend beeinflussen. 

M. Jacoby (1900) hat bestitigt, dass die autolytische 
Fermentwirkung der Leber, wie sie Salkowski entdeckt hat, 
einer normalen Funktion der Leberzellen nahe steht. Es ist 
bekannt, dass die autolytischen Fermente der postmortalen 
Organe und Gewebe fiir den Eiweisstoffwechsel des Tierorgan- 
ismus grosse Bedeutung haben. Die Fragé, ob der Eiweissstoff- 
wechsel des Tierorganismus und der postmortale, autolytische 
Vorgang durch dasselbe Ferment herbeigefihrt wird, ist unter 
den Physiologen noch nicht ganz entschieden, aber es ist allge- 
mein. anerkannt, dass zwischen beiden ein inniger Zusammen- 
hang besteht. Durch die morphologischen Untersuchungen von 
A. Tatum (1916) ist festgestellt, dass die Galle und die Gallen- 
salze die Autolyse der Leber beschleunigen. H. Bradly und 
J: Taylor (1917) haben aber der Behauptung von Tatum 
widersprochen. T. Hosokawa (1926) fand, dass die Gallen- 
siuren, besonders die Cholsiiure und Desoxycholsiure, die 
Autolyse der Ochsenleber hemmen. Eine die Autolyse hem- 
mende Wirkung der Gallensiiuren ist auch von ICarasawa 
(1926) an Schweinehoden nachgewiesen worden. Es _ scheint 
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also als sicher festgestellt zu sein, dass die Gallensféuren den 
proteolytischen fermentativen Vorgang hemmend_ beeinflussen. 
Mein Ergebnis ist aber dem Resultate von Karasawa oder 
Hosokawa vollig entgegengesetzt. Fiir die Beurteilung der 
Stoffwechselwirkung eines Stoffes ist immer die Applikationsart 
von grosser Bedeutung. Karasawa hat die Gallensiuren durch 
subkutane Injektion in den allgemeinen Kreislauf hineinge- 
bracht, so dass der Stickstoffstoffwechsel in den allgemeinen 
K6rpergeweben oder Korperfltissigkeiten in Betracht kommt. 
Die grosse Affinitét der Leberzellen zu den Gallensalzen ist von 
G. Bayer (1908) nachgewiesen worden. Demnach ist es sehr 
wohl denkbar, dass die Leber die Fahigkeit hat, die Gallen- 
siiuren vom allgemeinen Blutstrom fernzuhalten. Diese Fahig- 
keit der Leber ist auf Grund unseres heutigen pathologisch- 
physiologischen Verstéindnisses auch leichter zu begreifen, weil 
wir wissen, dass die Gallensalze schon in einer geringen Kon- 
zentration allerlei toxische Wirkungen auf den Organismus 
austiben. Ich habe die Gallensiuren peroral dem Tier gegeben, 
dadurch wird die Saéure verandert oder unverindert von der 
Darmwand resorbiert, in die Leber gebracht, dort von den 
Leberzellen fixiert und von dem allgemeinen Blutstrom fernge- 
halten. Deswegen steht mein Ergebnis vielmehr mit der Stoff- 
wechselwirkung in der Leber in innigem Zusammenhang, und 
die Stoffwechselwirkung in den allgemeinen Kérpergeweben 
oder Korperfliissigkeiten kommt weniger in Betracht. Der 
innige Zusammenhang zwischen dem Eiweisstoffwechsel und 
dem postmortalen autolytischen Vorgang ist schon erwiéhnt. 
Der Widerspruch zwischen beiden Ergebnissen, die von Hoso- 
kawa und Karasawa in ihren Autolysenversuchen einerseits, 
und die von mir an dem Stoffwechselversuch andererseits ge- 
wonnen wurden, ist schwer zu erkliren. Es ist bekannt, dass 
die Dosierung von erheblichstem Einflus auf den Stoffwech- 
selversuch ist. Wir sehen sehr oft ganz entgegengesetzte Wir- 
kungen, die von der Dosierung eines Stoffes abhingig sind. 
Die Gallensiuren gelten nicht selten auch als Grund fiir derartige 
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Wirkungen. Fiir die Herzaktion wird die Wirkung der Gallen- 
siren je nach ihrer Konzentration in entgegengesetzter Richtung 
ablaufen (H. Wieland und Shoda u. Tominaga). S. Ikoma 
spricht (1926) seine Ansicht im Anschluss an seine Experimente 
tiber den Fettstoffwechsel in der Weise aus, dass die Gallenséuren 
im Blut oder in Kérperfliissigkeiten bei Stauungsikterus den 
Fettstoffiwechsel in den Organen und Geweben bis zu einem 
gewissen Grad férdern, waihrend tiberschtissige Gallensiure bei 
Cholamie hemmt. Danach ist es sehr wahrscheinlich,<dass die 
Gailenséure durch Resorption die Leber erreicht, und hier ihre 
Wirkung in der fiir den Organismus zweckmiissigsten Weise 
entfaltet. 

Ich habe gefunden, dass 0,1-0,2 g Cholséure und 0,06-0,15 ¢ 
Desoxycholsiure pro kg Kérpergewicht den N-Stoffwechsel des 
Kaninchens steigert, wihrend eine viel gréssere Menge Cholein- 
siure oder gepaarte Cholsiure keine derartigse Wirkung zeigt. 
Diese Wirkung der Cholsdure ist der der Desoxycholsaure iiber- 
legen. Das Kaninchen kann nicht Cholsiure iiber 0,2 ¢ und 
Desoxycholséure tiber 0,15 g pro kg Kérpergewicht ertragen. 
Uber diese Mengen hinaus wirken beide Saéuren stark giftig 
fiir den Kaninchendarm, und es werden sehr oft heftige 
Diarrhéen verursacht, wihrend bei der Choleinséure und ge- 
paarten Cholsiure dieses nie der Fall war. Die Giftigkeit der 
Desoxycholsaure ist also der der Cholsiure tberlegen. Adler 
(1925) fand, dass die Gallensiure in Kérperflissigkeiten stark 
obenflichenaktiv wirkt und dadurch fir den Kérper sehr giftig 
ist. Die Giftigkeit der verschiedenen Gallenséuren ist nach 
H. Wieland (1920) Hildebrand (1919), und Neubauer 
(1923) von ihrer Oberflachenaktivitit abhaingig, und die Ober- 
flachenaktivitét der Desoxycholsiure ist am stirksten. Also ist 
die Desoxycholsiure unter den Gallensiuren die giftigste. Der 
geringe Einfluss der Desoxycholsiure auf den N-Stoffwechsel 
im Vergleich,zu dem der Cholséure ist so zu erklaren, dass die 
den Darm erreichende DesoxycholsAure unter Bildung von 
Choleinsiure der Fettsiurereihe auf den N-Stoffwechsel der 
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Leber wirkt. Die nicht zur Choleinséurebildung beitragende, 
iiberschiissige Desoxycholsiure (das ist wohl médglich, weil sie 
bei volliger Niichternheit dem’ Tier gegeben wurde) wirkt auf 
den Darm stark giftig. 

Der Sektionsbefund einiger Kaninchen zeigt, dass der mit 
Cholsiure oder Desoxycholsiure vergiftete Darm, Dtinndarm 
sowie Dickdarm, stark entziindlich hamorrhagisch verdndert 
war. 


II. Dre ANTISEPTISCHE WIRKUNG DER GALLENSAUREN. 


Seit langem ist strittig, ob die Gallensiiure wirklich eine 
antiseptische -Wirkung im Darmtraktus hat oder nicht. Tatséch- 
lich gehen die Ergebnisse der verschiedenen Autoren weit 
auseinander. Die Vermutung, dass die Gallensaure eine antise- 
_ptische Eigenschaft besitzt, wird unterstiitzt in erster Linie 
durch die Beobachtung, dass Tiere mit Gallenfisteln vermehrte 
Faulniserscheinungen im Darm zeigen. Einige Reagenzglas- 
versuche haben ergeben, dass die Gallensiure wohl hemmend 
auf das Wachstum bestimmter Bakterien einwirken kann. Die 
von Bidder und Schmidt beschriebene, speziell dem Gehalt 
an Gallensiuren zugeschriebene fiulniswidrige Wirkung der 
Galle wurde von Maly und Emich, Bufalini, Lindberger, 
Leubuscher, Limbourg und Macfadyen bestitigt. 
Dagegen fand Ernst keine Verminderung der Indolbildung 
bei Zusatz von Galle, und Stollnikoff sah bei Zusatz von 
Galle zu den ktinstlichen Fiulnisgemischen keine Abnahme der 
Faulnis. Kraftheil und Neubauer haben auch festgestellt, 
dass eine 2-3% Lésung von Desoxycholsiure, einer der giftigsten 
Gallensiuren, weder die Entwicklung der Coli- und Typhus- 
bakterien noch der Pneumokokken hemmen kann. Létienne 
konnte den Staphylococcus aureus und Bakt. coli comm. auf 
Galle ‘so gut wie auf Bouillon ztichten. Ich habe in meiner 
vorigen Mitteilang auch nachgewiesen, dass Bakt. coli comm. 
in einer Salznihrlésung mit Cholsiure ebenso wie in der Lésung 
‘ohne Cholséure sich gut entwickeln kann. Diese Bakterien 
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konnten sogar die Cholsiure spalten. 

Ob bei Abschluss der Galle vom Darm sich die Faulnis- 
vorginge im Darm vermehren, ist auch strittig. Zahlreiche 
Untersuchungen wurden einerseits bei Hunden mit Gallenfisteln, 
andererseits bei menschlichem Ikterus von verschiedenen For- 
schern ausgeftthrt, und es wurde bald eine Vermehrung der 
gepaarten Schwefelsdure oder des Indikans, bald eine Vermin- 
derung der einen oder der beiden Substanzen gefunden. Bemer- 
kenswert ist die Tatsache, dass beim Tiere mit Gallenfistel keine 
starkeren Faulnisprozesse im Darm sich zeigen als beim normalen 
Tier, wenn man ihm méglichst. alles Fett aus der Nahrung 
entzieht. Demnach ist dies daraus zu erkléren, dass die beo- 
bachtete Steigerung der Darmfadulnis durch mangelhafte Resorp- 
tion des Fettes zustande kommt, weil das nicht resorbierte Fett 
den faulniserregenden Bakterien einen ausgezeichneten Nabr- 
boden darbietet. 

Es ist schon allgemein anerkannt, dass die Leber ein 
Entgiftungsorgan ist, das durch seine speziellen Vorgiinge auf die 
durch Resorption in die Leber gelangte schidliche Substanz, 
wie das Produkt der Darmfaulnis, einwirkt und sie in eine 
unschadliche Substanz verindert. So werden Indol und Skatol 
—die regelmassigen Begleiter der Darmfaulnis—in der Leber 
oxydiert und Phenol und p-Kresol, als solches mit Schwefelsdure 
oder Glukuronsiure gepaart, als ungiftige Substanzen, die ge- 
paarten Schwefelsiuren oder die gepaarten Glukuronsduren, im 
Harn ausgéschieden. So habe ich versucht, durch die Unter- 
suchung der im Harn ausgeschiedenen Atherschwefelsiiure die 
antiseptische Wirkung der Gallensiuren im Darmtraktus- zu 
bestitigen. [as Ergebnis der vorliegenden Untersuchung weist 
auf keinerlei derartige antiseptische Wirkung im Kaninchendarm 
hin. In einigen Fallen, wo die Herabsetzung der Atherschwe- 
felsiure im Harn. stattgefunden hat, sind die wirklichen 
Ursachen derselben in behinderter Resorption des faulnisproduktes 
im Harn durch einige physikalisch-pathologische Verainderungen 
im Darm, z. B. durch von Gallensiuren verursachte entztindliché 
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Vorginge, zu suchen. 
Beschreibung der Versuche. 


Als Versuchstiere wurden im Kifig ruhig gehaltene kraftig 
entwickelte Kaninchen benutzt. Das Kaninchen wird mit 
bestimmten Nahrungen (Okara und griinen Blattern) 2 bis 3 
Wochen lang gefiittert, und erst nachdem das Kérpergewicht 
des Tieres konstant geworden ist, wird der Versuch begonnen. 
Der tagliche Harn wurde von morgens 8 Uhr bis zum folgenden 
Morgen 8 Uhr gesammelt und durch Katheterisation scharf 
abgegrenzt. Der Harn wird mit verdiinnter Essigsiure ange- 
siuert und die vorhandene Triibung gelést aufgeklairt, mit 
Wasser zu einem bestimmten Volumen verdiinnt und klar 
abfiltriert. Mit diesem Harn bestimmte ich den Gesamtstickstoff 
nach Kjeldahl und die Gesamtschwefelsiure und Atherschwe- 
felsiure nach Folin. 

Das Kérpergewicht des Tieres wurde direkt nach der 
_Entleerung des Harns bestimmt. Nachdem der tagliche Stick- 
stoffwert im Harn einige Tage hindurch annaéhernd konstant 
geworden war, wurden die Gallensiuren in berechneten Mengen 
von verdtinnter Natronlauge gelést. und mitsamt Trinkwasser 
mittelst der Schlundsonde eingefiihrt. 
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VERSUCH MIT CHOLSAURR. 


Versuch TI. 


Nahrung: 50 g getrocknetes Okara, 
50 g Gemiise, 
150 cem Wasser (70 ccm Wasser wurde mit Okara gemischt und 
80 ccm wurde mittelst Schlundsonde zugefiihrt). 


j 1 
Korper- 


"18 | 2305 | alkal. | 150 | 1028 | 2,4920 | 0,01481| 0,1036 

19 | 2300 y 160 | 10380 | 2,4080|0,01469) 7” 

20 | 2805 y 165 | 1030 | 2,5060|0,01438| 7” 

21 | 2315 Y 159 | 1031 | 2,5060/0,01271| 7” | 

92 | 9315 ” 158 | 1026. | 2,5252/0,01446| 7” 

23 | 9318 Z 147 | 1026 | 2,6180|0,01335] 7 |O3a. 
24 | 2312 | sauer | 160 | 1026 | 2,5900 | 0,01170| 0,2311/0,8¢ 7” 
25 2345 Ye 110 1030 | 2,2120 | 0,01067| weich | 1,5g 7 
26 | 2305 Z 95 | 1020 | 1,6520 | 0,02128 | Dar. 


Nach einer Woche ging das Tier unter hefiiger Diarrhée 
zu grunde. Das Kaninchen konnte nicht 0,75 g Cholsdéure pro 
kg Kérpergewicht ertragen. Das Tier kam stark herunter und 
schien seinen Appetit verloren zu haben. Mit der Diarrhée 
wurde der N-Wert des Harns und die Atherschwefelsiuremenge 
im Harn herabgesetzt. Das ist der gestérten Resorption der 
Nahrung im Darm zuzuschreiben. 
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Versuch II. 


Nahrung, wie vorige. 


Z| Gor |menge | teas] Sper] 3bm | Asher] 3m | Bement 
A g com 

"33. | 2520 | 145 | alkal. | 1093 | 1,8200 | 0,01428| 0,2951 

14 | 2530 | 140 | 7% | 1022 | 1,8620]0,01635| 7” 

15 | 2520 | 130 | ~ | 10292 | 1,8690]0,01600} 7” |. 

16 | 2520 | 140 | 7% | 1022 | 1,8180]0,01579] 7” | 28, 1 
17 | 2585 | 195 | 7 1023 | 1,9539 | 0,01448] 0,3125 

18 | 2535 | 130 | 7% | 1022 | 1,9040 | 0,01377| 0,2811 

19 | 2540 135 4 1023. | 1,8340 | 0,01625 | 0,40C8 

20 | 2540 | 145 | 7 | 1021 | 1,8080 |0,01448| weich 

21 | 2530 | 140 | 7% | 1021 | 1,7920]0,01229| 7” 

92 | 2540 | 145 | % | 1092 | 1,7780|0,01385| 7 


23 2540 135 a 1021 | 1,8620 | 0,01399 ue 


Es ist aus der Tabelle ersichtlich, dass bei Verabreichung 
von 0,5 g Cholsiéure eine vermehrte N-Ausscheidung im Harn 
hervorgebracht wird. Auch bei diesem Falle hat das Kaninchen 
die Neigung zur Diarrhée. 


Versuch III. 


Nahrung, wie vorige. 


elt) Bee ae haa, | im | Ather-| Nim | Bemerk- 
5 g " pein “| Gew. | Harn | H,SO,] Faces ungen 


11 2275 125 | alkal. | 1020 | 2,2235 |0,011484| 0,3559 
12 2280 125 uf 1020 | 2,2064 |0,009734, 7 


13 | 2280 y y | 0,28 

140 1025 | 2,2512 |0,010352, 7 | S28, 
14 | 2280 | 10] 7 1020 | 2,3996 |0,009940| 0,297} 0,2¢ ” 
15 | 2995 | yo | 7 1022 | 2.2005 |0,010084 y 
16 | 2395 | w45 | 7 1021 | 2.3385 |o,o09878| 7 y 


Alf 2325 - 140 u 1019 | 2,2965 |0,009467/ 7 
18 2350 140 a 1020 | 2,3044 |0,009467| 0,1496 
19 2380 135 Z 1019 | 2,3627 |0,010907} 7” 


20 2350 140 U 1020 | 2,3428 |0,011484, 7” 
a eee 
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Aus der Tabelle sieht man, dass auch bei der Fiitterung 
von 0,2¢ Cholat (ungefihr 0,1g Cholsiure pro kg Kérper- 
gewicht) das Kaninchen eine gesteigerte N-Ausscheidung im 


Harn bekommen hat, jedoch niemals Diarrhée. 


Versuch IV. 


Nahrung, wie vorige. 


= hae 
2 | Gert | monge| neat. | 20% | Mim | Atber | in | Romer 
Apel. 
2385 | 140 | alkal. | 1018 | 2,1625 |0,012835| 0,2863 
2 | 2335 | 19 | 7” | 1019 | 2,1575 lo,o1gi24| 7 
3 | 28 130 | ” | 1019 | 21165 |0,013875] 7 
4 | 2380 | 130 | 7” 1018 | 2,1085 |o,011533] ” | O?s. 
5 | 2380 | 130 | 7% | 1018 | 2,2780 |0,009835] 0,2290] 0,2g ” 
6 | 2390 | 130 ; 7” | 1018 | 2,2565 |0,011955) 7 y 
7 | 9395 | 125 | 7% | 1019 | 2,2053 J0,010028)  ” y 
8 | 2405 | 130 | 7” | 1019 | 2,0958 |0,012088, 7” 
9 | 2405 | 195 | ~ | 1018 | 2,0892 |0,011379| 0,2527 
10 | 2400 | 130 | 7% | 1018 | 2,1273 0,613558) 7 
11 | 2400 | 130 | % | 1019 | 2,1853 |9,010358,  ” 
12 | 2390 | 125 | 7% | 1019 | 2,1008 |0,009997]  ” 


Der vierte Versuch zeigt auch, dass 0,2 ¢ Cholséure (0,08 ¢ 
pro ke Kérpergewicht) eine vermehrte N-Ausscheidung herbei- 


fiihrt. 
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Versuch V. 


Nahrung, wie vorige. 


Spez. | N im Sees Ather-| N in | Bemerk- 


Gew. | Harn H,SO, H,SO, | Faces ungen 


g | Korp.|Harn- 
5 | Gew. |menge|Reakt. 
A g | ccm 


21 | 2415 | 130 |alkal.| 1023 | 1,7640 | 0,18865] 0,01291| 0,3379 
92 | 2430 | 140 |neutr.} 1022 | 1,7920 | 0,19243]0,01113} 7” 
93 | 2420 | 135 | % | 1028 | 1,7850 | 0,19999]0,01071} 7 < 
24} 2430 | 145 | 7” | 1021 | 1,790 | 0,20839]0,01092] 7” | xo Sacra, 
25 | 2445 | 130 | 7% | 1023 | 1,9180 | 0,23634| 0,00913] 0,1921]0,5g¢ ” 
26 | 2450 | 120 |sauer | 1022 | 1,8970 | 0,20692| 0,01155| 0,5763 
2455 | 100 | ” | 1020 | 1,6730 | 0,21806] 0.01165] 0,1852 
28 | 2465 | 80 |alkal.| 1033 | 1,7920 | 0,25587] 0,01102| weich 
29 | 2455 | 85 |sauer | 1033 | 1,8030 | 0,26154| 0,01291| 0,6071 


Bei der zweiten Verabreichung der Cholsdéure verlor das 
Kaninchen seinen Appetit etwas und frass nicht gern Okara. 
Da der Stuhl dabei etwas weich geworden war, habe ich die 
Zuafuhr von Wasser etwas verringert. Dies hatte die Vermin- 
derung der Harnmenge zur Folge. 

Betreffs der Atherschwefelsiure kann man nichts neues 
finden. Wie man aus den Tabellen I-IV ersehen kann, scheint 
die Atherschwefelsiuremenge durch Verabreichung von Cholsaure 
etwas herabges>tzt zu sein, aber man hat mehr Berechtigung 
zu der Erklirung, dass entweder diese Verringerung normalen 
Schwankungen unterliegt oder in der verhinderten Resorption 
des Faulnisproduktes im Darm wegen der von Gallensiuren 
herbeigefiihrten entziindlichen Vorgange im Darm zu suchen 
ist. 

Die Gesamtschwefelsiuremenge, die man aus der Tabelle 
V ersieht, wird bei Zufuhr von Cholsiure ziemlich vermehrt 
gefunden. Diese gesteigerte Ausscheidung der Gesamtschwefel- 
siure im Harn ist dem durch Cholsiure bedingten Eiweissumsatz 
in der Leber zuzuschreiben, den man unter vermehrten Stick- 
stoffausscheidungen (Tabelle I-V) verstehen kann. 
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VERSUCH MIT DEsoXYCHOLSAURE. 


Nahrung: 


Versuch I. 


69 ¢g getrocknetes Okara, 
- 50 g Gemiise, 


180 ccm Wasser (100 cem Wasser wurde mit Okara gemischt und 
80 ccm Wasser wurde mittelst Schlundsonde zugefiihrt). 


| Ben. 
= Gew. 
= g 
Okt. 
10 2955 
11 2950 
12 2955 
13 2960 
14 2960 
16 2970 
16 2975 
17 2970 
18 2980 
19 2980 
20 3000 
21 2990 
22 2980 


Harn- a Ge- 5 
menge | Reakt.| Gow. | Han | Semte |.80,| ungen 
180 | alkal. | 1020 | 2,086 | 0,18527 | 0,01313 

165 y 1021 | 1,974 | 0,18793 | 0,01239 

160 v 1022 | 2,093 | 0,20377 | 0,01334 

170 4 1022 | 2,128 | 0,20650 | 0,01239 We bee 

cholat. 

165 Y 1022 | 2,156 | 0,21982| 0,01376] 0,22 7 
160 4 1023 | 2,177 | 0,22529 | 0,01008 

165 y 1021 | 2,114 | 0,21268 | 0,01291 

155 y 1022 | 2,156 | 0,28234| 0,01134 

160 Z 1022 | 2,044 | 0,21890 | 0,01239 

165 Y 1023 | 2,184 | 0,21982 | 0,01207 

165 4 | 4093 | 2,156 | 0,20650 | 0,01184 

180 Y 1019 | 2,128 | 0,19243 | 0,01291 

155 if 1022 2,114 | 0,21806 |verloren 


Die Tabelle zeigt, dass bei Zufuhr von 0,2 ¢ Desoxycholsiure 
keine merkbare Verainderung in der N-Ausscheidung im Harn 


nachweisbar ist. 


Die Desoxycholsiure scheint den Appetit des” 


Kaninchens stirker als die Cholsiure zu stéren. Hier sieht 
man auch aus der Tabelle, dass die Desoxycholsiure die Ver- 
mehrung der Gesamtschwefelsiure im Harn herbeifithrt. Aus 
den Daten geht hervor, dass der Eiweissumsatz in der Leber 
auch durch Desoxycholat gesteigert wird. 
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Versuch ITI. 


Nahrung: 55 g getrocknetes Okara, 


50 ¢ Gemiise, 


150 ecem Wasser (70 cem Wasser wurde mit Okara» gemischt und 
80 ccm wurde mittelst Schlundsonde zugefiihrt). 


= Korp. | Harn- ; Ge- x : 

2 | Gow. | menge| Reakt.) Co: | Ham | aste | 7180, | “ungen 

“I | 9500 | 130 | aeutr. | 1992 | 1,834 | 0,17541 | 0,01418 

12 | 2509 | 130 y 1022 | 1,841 | 0,19348 | 0,01134 

13 | 2500 | 135 | alkal. | 1020 | 1,806 | 0,18529 | 0,01533 

14 | 2500 130 7 1022 | 1,702 |0,16218 | 0,00816 a ee 

15 penis A abe) 1023 | 1,820 | 0,20753 | 0,01502 oe 

16 | 2518 | 195 y 1023 | 1,896 | 0,22058 | 0,01081 y 

17 | 2520 | 135 y 1022. | 1,79% | 0.20940 0,01249 

18 | 2530 | 195 Y 1023 |. 1,708 | 0,14894 | 0,00924 | 

19 | 253 125 ” 1024 | 1,722 | 0,18318 | 0,00997 

25 | 2520 ) 120 1024 | 1,694 | 0,16491 | 0.01100 

o1 | 2510 | 115 u 1025 | 1,680 | 0,16974 | 0,01155 

92 | 2515 | 187 Z 1021 | 3,666 | 0,15798| 0,01020 | 

Dy 2505 145 Gs 1021 1,610 | 0,14873 |verlcren Nees. 
nee cholat, 


Das Kaninchen, ging sofort unter heftiger Diarrhée zu 


grande. 


Es ist aus der Tabelle ersichtlich, dass bei diesem Falle 
che N-Ausscheidung und Gesamtschwefelsiureausscheidung durch 
Desoxycholat stark gesteigert wird. Diese Tatsache zeigt, dass 
dic Desoxycholsiure den Eiweissumsatz in der Leber stark 


fordert. 


‘ 
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Versuch IIT. 


Nahrung: 60 g getrocknetes. Okara, 
50 g Gemiise, 
170 ccm Wasser (100 com Wasser wurde mit Okara gemischt und 
70 ccm wurde mittelst Schlundsonde zugefiihrt). 


g Korp. | Harn- : Ge- “ 
3 SE ae Spez. | N im Ather- | Bemerk- 
5 Gew. | menge| Reakt.| 7 ; samite 
a ¢ Bear Gew. Harn HSC, H.S0, ungen 
Okt. e 
24 2795 147 | alkal. | - 1023 1,8060 | 0,17541 |verloren 
25 2765 | 154 us 1021 1,8452 | 0,18297 | 0,01207 
26 2755 167 Le 1020 | 1,8200 | 0,16659 | 0,01029 
O4Ag 
27 2760 169 b, 1021 | 1,7920 | 0,18318 | 0,00735 ee 
cholat. 
28 2785 135 Y 1024 | 1,8760 | 0,19978 | 0,01155 
| 
29 2785 136 as 1022 1,8690 | 0,25171 ‘verloren 
30 2745 159 le 1019 | 1,6450 | 0,15SU2 | 0,00888 | Kot weich. 
mers ieenalk ae ror | heftige 
8k 2725 148 He | 1021 1,6940 | 0,19856 | 0,00530 | es hoe. 
NOV. rs 
1 2715 — | sauer : 1,7220 | 0,17037 | 0,00367 | Diarrhic. 
| | er ae 


Bei diesem Versuch sieht man, dass bei Ftitterung von 
0,4¢ Desoxycholat auch die N-~Ausscheidung und die Ausschei- 
dung der Gesaintschwefelsiiure im Harn gesteigert wird; der 
Eiweissumsatz in der Leber wird geférdert. Aber iach dem 
Versuch (5 Tage) ging das Tier zu grunde. Dadureh (Tabelle 
II und III) ist es erwiesen, dass die Desoxycholsiure fiir den 
Organismus viel giftiger als die Cholsiure ist (Vergl. diese 


Tabelle und I bei Cholsiure). 
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VERSUCH BEI MARGARINCHOLEINSAURE. 
Nahrung: 50 g getrocknetes Okara, 
50 g Gemiise, 
150 cem Wasser (80 ccm davon wurde mit Okara gemischt und 

70 ccm davon wurde mittelst Schlundsonde zugefihrt). 
5 Kor'p. | Harn- : Ge- | x 
Z| Gow. | menge| Reakt.| Gy: | Harn | sme | 180, | “umgen, 
‘Tz’ | 1830 | 154 | alkal. | 1021 | 1,638 | 0,16407 |verloren 
13 1835 147 @ 1022 1,610 | 0,14891 | 0,01145 
14 1825 125 as 1023 1,666 | 0,17037 | 0,01334 
15 1830 — Jlverloren 
16 1825 120 | alkal. 1024 1,673 | 0,16638 | 0,01260 
17 1835 134 is 1024 | 1,673 0,18529 0,01134 
18 | 1835 147 Z 1022 | 0,610 | 0,17794| 0,01155 sae 

r Choleinat 

19 1850 140 Us 1023 1,603 | 0,16512 | 0,01071 | 0,25¢ 7 
20 1860 140 a 1023 1,624 | 0,17121 | 0,01207| 0,25¢ 7 
21 1865 138 “ 1023 1,652 | 0,16848|0,01113| 0,6g 7 
22 1885 142 us 1022 1,715 |verloren} 0,01102 
23 1885 148 us 1022 1,750 | 0,17815 | 0,01134 
24 1885 142 us 1023 1,764 | 0,17815 | 0,01134 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Choleinsaéure keine 
merkbare Verinderung in der Ausscheidung des Stickstoffes 
und der Gesamtschwefelsiuré im Harn bewirkt, wenn auch die 
entsprechende Menge Desoxycholsiiure verabreicht’ worden ist. 
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VERSUCH MIT GLYKOCHOLSAURE. 


Nahrung, wie vorige. 


& | Korp. | Harn- , ph pN xe 

= Gee. menge | Reakt. Spez. N im Race Ather- | Bemerk- 
& g ain. Gew. | Harn H,SO, H.SO0, ungen 
Nov. Pes ee oo eet | rae =e 

23 1910 150 alkal. 1022 1,792 | 0,17794 | 0,01155 

24 1910 142 v 1023 1,792 | 0,18487 | 0,01271 

0,55 g 
25 1915 160 A 1021 1,827 | 0,19643 | 0,01123 | Na-Glyko- 
cholat. 

26 | 1950 110 Za 1025 | 1,771 | 0,16008 | 0,01260 

27 1970 120 es 1022 1,645 | 0,13151 | 0,00871 

28 1975 120 Y 1622 1,722 | 0,14117 |verloren 

29 1990 120 MY 1021 1,582 | 0,15168 | 0,00861 


Aus der Tabelle sieht man, dass die Glykocholsiure keinen 
merkbaren Einfluss auf die Ausscheidung des Stickstoffes und 
der Schwefelsiure ausiibt. 


-ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Durch Fiitterung des Cholates und Desoxycholates wird | 
der Gesamtstickstoff und die Sulfatschwefelsiure im Harn des 
Kaninchens ziemlich vermehrt gefunden : das zeigt die fordernde 
Wirkung des Eiweissumsatzes beim Kaninchen. Diese Wirkung 
der Cholsiure ist der der Desoxycholsiure tiberlegen. 

2. 0,1—0,2¢ Cholat und 0,06—0,15 g Desoxycholat pro 
kg Kérpergewicht steigert den Eiweissumsatz, aber schon 0,4 ¢ 
Cholat und 0,2 g¢ Desoxycholat wirken vergiftend auf den Darm 
des Kaninchens und fiihren die Diarrhée und die hamorrhagische 
Entziindung im Darm herbei. Diese Giftigkeit der Desoxychol- 
siure ubertifft die der Cholsiiure. 

3. Die Choleinsiure und gepaarte Gallensiure bewirken 
den Eiweissumsatz viel weniger als Cholsiiure und Desoxychol- 
siure, und zwar zeigen 0,15 g Margarincholeinsiure und 0,25 ¢ 
Glykocholsaure pro kg Kérpergewicht keinen merkbaren Einfluss 
auf den Eiweissumsatz. Dadurch ist erwiesen, dass die Cholein- 
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siurebildung und Paarung der Gellensiure eine Entgiftungs- 
erscheinung bedeutet. 

4. Durch Verabreichung der Gallensiiure scheint die 
Atherschwefelsiuremenge im Harn etwas herabgesetzt za sein. 
Aber sie unterliegt normaler Schwankung. 

Zum Schlusse haite ich es fiir eine angenehme Pflicht, 
Herrn Professor Dr. T. Shimizu meinen verbindlichsten Dank 
fiir seine tiberaus freundliche Unterstiitzung auszusprechen. 
Ich sage auch Herrn T. Yoshida und Herrn C. Tamagawa 
in dem Pathologischen Institut zu Okayama meinen besten Dank 
far ihre trefflichen Ratschlage bei der Beurteilung des Sektions- 
befundes der Versuchstiere. 

Ebenso danke ich dem Unterrichtesministerium ergebenst 
fir das gewiihrte Stipendium. 
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ZUR KENNTNIS DES DIAZOHARNS.. 


II, Uber die chemische Zusammensetzung des Diazoharns 
bei Typhus abdominalis. 


Von 


YUZO SENDJU. 


(Aus dem phystologisch-chemischen Institut zu Nagasaki. 
Vorstand: Prof. M. Tomita.). 


(Eingegangen am 27. Dezember 1926.) 


In einer Reihe von Arbeiten ist von verschiedenen Forschern 
gezeigt worden, dass im Harn eine Anzahl organischer Verbind- 
ungen stecken, die die Ehrlichsche Diazoreaktion geben. 
Kirzlich hat Y. Komori (1926) im hiesigen Institut sich davon 
uberzeugt, dass die Antoxyproteinsiiure an der Diazoreaktion 
des Harns bei Phthisis sehr wesentlich beteiligt ist. 

Naheren Aufschluss tiber die chemische Natur der Diazo- 
reaktion des pathologischen Harns zu erlangen, habe ich weiter 
das Studium des Diazoharns bei Typhus:abdominalis unternom- 
men, dessen Ergebnisse im folgenden mitgeteilt werden sollen. 

50 1 Diazoharn bei Typhus abdominalis wurden bei 
schwachsaurer Reaktion stark eingeengt und so lange mit Bleies- 
sig versetzt, bis keine Fallung mehr auftrat. Nach dem Ent- 
bleien des Filtrats mit Schwefelsiure wurde die Fltssigkeit mit 
lauwarmem Barytwasser deutlich alkalisch gemacht und das von 
dem Baritimsulfat abgetrennte Filtrat mit Kohlenséure von dem 
tiberschiissigen Barium beseitigt. Nun wurde die klare Fliis- 
sigkeit unter vermindertem Druck stark eingeengt und dann 
tropfenweise in absoluten Alkohol eingegossen. 

Der voluminése weisse Niederschlag wurde abgenutscht und 
mit absolutem Alkohol gewaschen. Zur Trennung der Protein- 
siure wurde diese Alkoholfillung nach dem Verfahren von 
Bondzynski u. Mitarbeitern (1905) behandelt und das Filtrat 
zur Isolierung der Aminosiiuren benutzt. 


oll 
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I. ALKOHOLFALLUNG. 


(Trennung der Antoxy- und Oxyproteinsiure.) 


Die Alkoholfallung wurde in Wasser gelést, von dem Barium 
durch verdiinnte Schwefelséure befreit, das Filtrat mit Essig- 
sinre schwach angesiuert und dann so lange mit 2096 Queck- 
silberazetatlésung versetzt, bis keine Fallung mehr auftritt. Nach 
einigen Tagen wurde der Niederschlag abgesaugt. und mit 20% 
Quecksilberazetatlésung sorgfallig ausgewaschen. Der Nieder- 
schlag wurde als A und das Filtrat als B behandelt. 


A. Quecksilberazetatniederschlag 
bei essigsaurer Reaktion. 


(Trennung der Antoxyproteinsiure. ) 


Zur Darstellung der Antoxyproteinséure wurde der bei saurer 
‘Reaktion ausgefallene Quecksilberniederschlag abgenutscht, 
griindlich ausgéwaschen und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 
Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wurde durch Eindampfen unter 
‘vermindertem Druck vom Schwefelwasserstoff vertrieben, weiter 
zu dickem Sirup eingedampft und dann in absoluten Alkohol 
unter Umschiitteln eingegossen. Das alkoholische Filtrat vom 
anorganischen Salze wurde durch VWakuumdestillation unter 
Zusatz von Schwefelsiure von Essigsiure befreit. 

Der Sirup wurde nun in Wasser gelést, mit lauwarmem 
Barytwasser gesittigt und die Antoxyproteinsiure nach dem Aus- 
fallen des Barytiiberschusses mit Kohlensiure sowie der Konzen- 
tration der Flissigkeit in vacuo bis zur Sirup-Konsistenz durch 
Eingiessen in Alkoholithergemisch als Bariumsalz gefillt. Da 
die erhaltenen Praparate noch Chlor enthielten, so wurden sie 
zuerst mit Tierkohle entfarbt und weiter durch wiederholtes 
Auflésen in Wasser und Umfillen mit einem Alkoholitherge- 
misch zurAnalyse gereinigt, worauf sie schliesslich mit Ather 
nachgespult und im Vakuumexsikkator getrocknet wurden. Die 
Gesamtausbeute an Bariumsalz der Sdure betrug 115,0 g. 

0,1617 g Substanz gaben 18,4ccem N (18,5°, 762 mm) 
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N=13,389.% 
Sie gibt keine der charakteristischen Farbenreaktionen von 
Eiweiss. Wohl aber zeigt die minimale Menge der Substanz 
eine deutliche Ehrlichsche Diazoreaktion. 


B. Quecksilberazetatniederschlag aus dem 
antoxyproteinsdurefreien Filtrate bei 
sodaalkalischer Reaktion. 

(Trennung der Oxyproteinsdure.) ‘ 

Nach dem Abtrennen der Antoxyproteinsiiure aus essig- 
saurer Lésung mit Quecksilberazetat wurde das. Filtrat mit 
kaltgesattigter Natriumkarbonatlésung neutralisiert, und weiter 
mit Sodalésung so lange versetzt, bis ein gelber Niederschlag 
erschien. Die Fallung bestand nun zum gréssten Teil aus dem 
Quecksilbersalz der Oxyproteinsdure. 

Das Filtrat wurde mit dem bereits erwihnten Filtrat von 
Alkoholfallung (I) vereinigt und zur Darstellung der Amino- 
siiuren verwendet. Der abgesaugte Niederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt, die dadurch frei gewordene Sdure 
nach dem Verjagen von Schwefelwasserstoff zur Beseitigung 
der anorganischen Salzé mit Alkohol ausgezogen. Zum Ent- 
fernen der Essigsiure wurden nun die alkoholischen Ausztige 
unter Zusatz von Schwefelsiiure in vacuo verdampft und dann 
in Bariumsalz in abnlicher Weise, wie dies bei der Darstellung 
des entsprechenden Salzes der Antoxyproteinsiure geschah, 
umgewandelt. Die Ausbeute betrug 25,5 g. 

0,2104 g Substanz gaben 18,6 ccm N (18,7°, 764 mm) 
N=10,17% 

Seine Eigenschaften stimmten auch mit denen u s Priaparats 

von Bondzynski und Gottlieb (1905) vollstindig uberein. 


VI. Fuirrratr von ALKOHOLFALLUNG. 


(Trennung der Monoaminosiiuren und Hexonbasen.) 


Das bereits beschriebene Filtrat von Alkoholfallung (I) una 
das Filtrat von Quecksilbersalz der Oxyproteinsiure wurden. 
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vereinigt, das geléste Quecksilber mit Schwefelwasserstoff besei- 
tigt, die vom Quecksilbersulfid abfiltrierte Flissigkeit dann unter 
vermindertem Druck stark eingeeugt. Der darin reichlich er- 
haltene |Harnstoff wurde durch Urease zerlegt, das Filtrat in 
vacuo stark eingeengt und mit absolutem Alkohol ausgezogen. 

Die alkoholischen Ausziige wurden wieder unter vermin- 
dertem Druck eingedampft, der Riickstand in 596 H.SO, geldst 
und mit Phosphorwolframsaurelésung gefallt. Diese Nieder- 
schlige dienten zur Trennung der Hexonbaseu und das Filtrat 
wurde zur Isolierung der Monoaminosiuren benutzt. 


A. Trennung der Hexonbasen. 


Die Phosphorwolframsiureniederschlige wurden mit Baryt 
zerlegt und die weitere Bearbeitung ftir die quantitative Bestim- 
mung der Hexonbasen geschah nach dem Vorschlag von Kossel 
und Kutscher (1900). Es ergab sich folgendes: 


Histidin.......0,05g (als Pikrolonat). 
Arginin.......1.12 ¢ (als Pikrat). 
Lysine. «sc65 sake (ale, Picret). 
Analyse: 
Histidinpikrolonat. 


C,0373 g Substanz gaben 7,6cecm N (17°; 755 mm). 
Bae fir CsH yN 02+ CyHsN,O;: Gefunden : 
N=23,38 %. 23,26.% 
Argininpikrat. 
0,1008 g Substanz gaben 19,4cem N “(18° 760 mm). 
Berechnet fiir CgHisN.O.* CsH3N30;7+2 1.0: Gefunden: 
N= 22,206 22.44% 
Lysinpikrat. 
0.1378 g Substanz gaben. 22,6 cem N (17°, 766 mm). 
Berechnet fiir CgH,,N.O.+Cs;H3N;0,: Gefunden: 
N=18,67% 19,082 
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B. Trennung der Monoaminosaéuren durch die 
Estermethode nach E. Fischer (1901). 


Das Filtrat von der Phosphorwolframsiurefaéllung wurde 
auf die hekannte Weise mit Baryt behandelt, der Barytiiberschuss 
durch Kohlensiure bescitigt, das Filtrat vom Bariumkarbonat 
unter Zusatz von Salzsiure stark eingeengt und dann mit gas- 
férmiger Salzsiiure tibersittigt. Die von dem ausgeschiedenen 
Chlorammonium abgetrennte Flissigkeit wurde nun in vacuo 
stark eingeengt und in bekannter Weise verestert. Die weitere 
Operation und die fraktionierte Destillation der Aminosaéureester 
wurden nach dem Verfahren von E. Fischer ausgeftihrt. Die 
einzelnen Fraktionen wurden wie folgt abgegrenzt: 

I’raktion I bis 100° des Wasserbades 
nnd 12mm Druck......4,0'¢. 
Fraktion IT bis 100° des Wasserbades 
pnd) —7,07am Woiclk. 2. -.2,0 o: 
Fraktion III 100°-186° des Olbades 
und.0-2.0 mm Druck -..... «2,0 ¢. 
Aus Fvaktion I und II wurden folgende Aminosiuren 
gewonnen. 
1-Prolin. 0,27 2 als Cu-Salz. 
0,1854 g. Substanz gaben 0,0369 g CuO. 
Berechnet ftir (CsHsNO,), Cu: Gefunden: 
Cu 21,79.% 217s 
dl-Prolii. 0,26 g als Cu-Salz. 
0,1508 g Substanz gaben 0,0154¢ H.0. 
Bevechnet fiir (C;sHsN0O,), Cu+ 2 H.0: Gefunden: 


H.0 10,99% 10,21% 
0,1048 ¢ Kristallwasserfreies Prolinkupfer gaben 0,0284¢ 
CuO. 
Berechnet fiir (C;HsNO.), Cu: Gefunden: 
Ca | 21,7996 21 56% 
Valin. 0,47 ¢ als Cu-Salz. 


0,1552 g. Substanz gaben 0,0418 g CuO. 
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Berechnet fiir (Cs;HiNOz)2 Cu: Gefunden: 


Cu 21 ,49.% 21 52% 
Alanin. 0,30 ¢ als Cu-Salz. 


0,0608 g Substanz gaben 0,0200 g CuO. 
Berechnet fiir (C;H;NO.)2 Cu: Gefunden: 


Cu 26,52% 26,31 % 
Leucin. 0,09 g als Cu-Salz. 


0,0808 g Substanz gaben 0,0199 g CuO. 
Berechnet fiir (CsHi»:NOs2)s Cu: Gefunden: 
Cu 19,63% 19,67 .% 

Fraktion III bestand aus Phenylalanin, Asparaginsaiure und 
Glutaminsiure. Phenylalanin und Glutaminsiure waren als 
Chlorhydrat isoliert worden. Serine wurde vergeblich gesucht. 

Phenylalaninchlorhydrat (0,13 g). 

_ 0,1280 g Substanz verbrauchten 6,3 ccm “/i9H2SOx. 

Berechnet fiir Cy>HywO.N- HCl: Gefunden: 
N 6,94% 6 ,89.% 

Asparaginsadure (0,07 ¢). 

0,0636 ¢ Substanz verbrauchten 4,8 cem */iH»SO,. 
Berechnet fiir C,H;NO,: Gefunden: 
N 10,52.% 10,56% 

Glutaminsdurechlorhydrat (0,17 g). 

0,0700 g Substanz verbrauchten 3,8 cem ‘/:)HSO,. 
Berechnet fiir C;HyNO,- HCl: Gefunden: 
7, 63% 7,60.% 

Die Gesamtmenge der aus 50 1 Diazoharn bei Typhus 
abdominalis isolierten Antoxyproteinsiure, Oxyproteinsdure und 
Aminosauren ist in folgender Tabelle zusammengestellt. 
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TABELLE. 
Antoxyproteinsdure 86,25 g. 
Oxyproteinsdure 17,85 g. 
Histidin 0,01 g. 
Arginin 0,44 g. 
Lysin 0,67 g. 
1-Prolin 0,21 ge 
dl-Prolin 0,18 g. 
Valin 0,36 g. 
Leucin 0,07 g. 
Alanin 0,22 g. 
Phenylalanin 0;10 g. 
Asparaginsaure 0,07 g. 
Glutaminsdure 0,13 g. 
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UBER, DEN EINFLUSS DES ACETYLCHOLINCHLORIDS 
UND DES PILOKARPINS AUF DIE ZUCKERAUS- 
SCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


GENICHIRO EDA. 
(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi 
Inada, Kwaiserliche Universitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1927) 


Dass die Zuckerausscheidungsschwelle durch Adrenalin 
(Nakayama 1924) fast immer deutlich und durch Atropin 
(Shim 1925) oft etwas ansteigt, sowie dass sie nach Durch- 
schneiden der Vagi (Hildebrandt (1921), Nakayama (1924), 
Shim (1925)) deutlich herabsinkt, deutet darauf hin, dass der 
Schwellenwert fiir Zuckerausscheidung mit der Funktion des 
vegetativen Nervensystems in innigster Bezichung steht. Die- 
selbe Ansicht wurde auch von vielen Seiten ausgesprochen, ohne 
genaueres dartber klar zu machen. Nur Diinner und Joel 
haben die Ansicht ausgesprochen, dass die sympathische Erreg- 
ung den Schwellenwert herabsetze. Dem kénnen wir uns aber 
nach der Arbeit von Shim nicht anschliessen. Die Arbeiten 
in unserer Klinik fiihren uns eher zu der Ansicht, dass sym- 
pathische Erregung im 'Gegenteil den Schwellenwert erhdéht. 
Wir sind aber der Meinung, dass es unbedingt notwendig ist, 
die Untersuchungen noch auf breiterer Basis auszufiihren, nm 
Sicheres tiber den Zusammenhang zwischen der Zuckerausscheid- 
ungsschwelle und Funktion des vegetativen Nervensystems ken- 
nen zu lernen. In vorliegender Arbeit haben wir also auf 
Veranlassung und unter der Leitung von Prof. K. Sakaguchi 
den Einfluss von parasympathischen Reizgiften studiert. Obwohl 
Shim in hiesiger Klinik schon am Menschen beobachtete, dass 
Pilokarpin auf den Schwellenwert keinen sichtbaren Einfluss 
austibt, so wollen wir daraus nicht schliessen, dass parasym- 
pathische Reizgifte im allgemeinen auf den Schwellenwert ganz 
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wirkungslos sind. Weil Pilokarpin bekanntlich. nicht auf alle 
parasympathischen Gebiete gleichmissig, sondern selektiv auf 
einige Stellen, wie auf Schweiss- und Speicheldriisen, besonders 
stark wirkt, so halten wir das Mittel zu unserem Zwecke fur 
ungeeignet tind Cholinpraparat fir passender. Wir haben also 
zuerst Diabetikern Acetylcholinchlorid subkutan injiziert und 
dessen Einfluss auf den Schwellenwert untersucht. Zundchst 
haben wir am Kaninchen mit Pilokarpin studiert, um zu sehen, 
ob das Mittel auch in grossen Dosen ganz wirkungslos sei. 


EInFLuss DES ACETYLCHOLINS AUF DIE ZUCKER- 
AUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Hier wurde an Diabetikern zuerst ihre Zuckerausscheidungs- 
schwelle durch passende Kohlenhydratzufuhr bestimmt. Dann 
wurde Acetylcholin (0.5-0.8 g) als dreiprozentige Lésung direkt 
vor der Nahrungsaufnahme subkutan injiziert und unter diesen 
Verhaltnissen der Schwellenwert wieder bestimmt. Die Bestim- 
mung des Schwellenwertes wurde nach der Angabe von 
Sakaguchi und seinen Mitarbeitern (1924) méglichst genau 
ausgefiihrt. 


Fall 1. 7. K. 24 jdhrige Frau. Leichter Diabetes. 


Die einzelnen Daten sind in folgender Tabelle wiedergegeben. Bei der 
Schwellenwertbestimmung wurde die passende Menge gekochten Reises, einer 
immer fast gleichen strengen Kost zugesetzt, verabreicht. In der Tabelle ist 
darum nur die Reismenge angegeben. 

Als dieser Kranken 35-40 g gekochter Reis einer strengen Kost zugesetzt 
verabreicht wurde, stieg der Blutzuckergehalt auf 0.18% und dabei trat die 
Glykosurie nur in Spuren auf, so dass die Zuckerausscheidungsschwelle der 
Kranken auf 0.18% geschitzt werden muss. Zunichst wurde Acetylcholin 
direkt vor der Aufnahme einer fast gleichen Nahrung subkutan injiziert. Wie 
aus der Tabelle ersichtlich ist, trat die alimentaire Hyperglykdmie dabei starker 
auf, Der maximale Blutzuckergehalt erreichte 0.20 und 0.22%, ohne eine Gly- 
kosurie hervorzurufen. Endlich wurden die Versuche ohne Acety!cholin wieder- 
holt. Dabei erreichte die alimentaire Hyperglykamie 0.199% und trat eine ganz’ 
leichte Glykosurie auf. Aus diesem Befunde muss man schliessen, dass die 
Assimilationskraft fiir Zucker durch Acetylcholinzufuhr herabgesetzt wird und 
zugleich eine unyerkennbare Steigerung des Schwellenwertes zustande kommt. 
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Fall 2. EK. Y. 38 jéhriger Mann. Leichter Diabetes. 


Wie die Tabelle zeigt, hat Acetylcholin in diesem Fall keinen sichtbaren 
Einfluss auf den Schwellenwert wie auf die Zuckerassimilation ausgeiibt. 


Fall 8. S. M. 32 jéhriyer Mann. Leichter Diabetes. 


Der Schwellenwert des Kranken fiir einfache alimentire Glykosurie betrug 
etwa 0.17%, wahrend er bei: Acetylcholinzufuhr auf 0.20°¢ anstieg. Weil die 
Nahrung in allen Versuchen immer fast gleich gehalten wurde, so kann man 
ganz leicht ersehen, dass die Verschlimmerung der Zuckerassimilation hier mit 
der Erhohung des Schwellenwertes parallel ging. 


Fall 4. K. W. 55 jéhriger Mann. Teichter Diabetes. 


Aus der Tabelle kann man leichi ersehen, dass der Sehwellenwert fiir 
einfache alimentaire Glykosurie 0.13% und nach Acetyleholinzufuhr 0.15% betrug. 
Im letzten Fall wurde die Assimilationskraft fiir Zucker auch etwas geschadigt. 


Fall 5. -T. H. 23 jaéhriger Mann. Leichter Diabetes. 


Fall 6. F. 8. 48 jadhriger Mann. Leichter Diabetes. 


Die 'Tabellen V und VI zeigen, dass die Injektion von Acetyleholin auf die 
alimentére Hyperglykamie wie auf den Schwellenwert erhéhend eingewirkt hat. 


Fall’7. K. 0. 38 jéhriger Mann. Leichter Diabetes. 


Beim Vérsuche am 16. Dezember wurde die Assimilationskraft fiir Kohl- 
enhydrat durch Acetylcholin herabgesetzt. Weil die Glykosurie hier stark zum 
Vorschein kam, konnte man den Schwellenwert dabei nicht ermitteln. Dagegen 
hat das Gift am 19. Dezember weder die Zuckerassimilationskraft noch den 
Schwellenwert beeinflusst. 


Aus unseren hier mitgeteilten Versuchen wollen wir den 
Schluss ziehen, dass Acetylcholinchlorid, wenn 0.5-0.8 g davon 
subkutan injiziert wird, beim leichten Diabetiker sehr haufig 
eine leichte Verschlimmerung der Assimilationskraft fir Kohl- 
enhydrat und gewéhnlich zugleich eine dementsprechende Stei- 
gerung der Zuckerausscheidungsschwelle verursacht. 


Eanrpiuss prs PrnokaRPINS AUF DIE ZUCKER- 
A USSCHEIDUNGSSCH WELLE. 


Bei diesen Untersuchungen haben wir als Versuchstiere 
Kaninchen gebraucht. Weil Shim in hiesiger Klinik beobach- 
tete, dass eine scharfe Bestimmung des Schwellenwertes fir 
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TABELLE I. 
#. lac 
Did | as Blutzucker mg% (Harnzucker %) 
Datum og Me S : : Schwellen- 
1995 |Btaled wert % 
H4mlee | vor} 2} 1 |i | 2] 3 | 4 
ZB 
187 es tay 182 | 157 
; 0.18 
140 177 170 | 148 
30. VIII] 40 Pas Ea seh ae Pg Fe hah: 
6. 1x | 40 | 05 | 152 | 190 | 220 | og | 197 | 182 iiber 0.22 
(=) ce) (Jie) 
BTR 8010.68 Aa We ahaa hea ee iiber 0.20 
Fest 147 | s7g | 188 152 | 149 
11. IX | 38 pa A Waist hem ee br 0.18 
ite 189 | ace) 1 182 | 169 | 153 
13. IX | 40 (se 170 ae 194 (0.38) (Spur) (—) unter 0.19 
TABELLE II. 
Ag on) , ps ; 
5 wes ae Blutzucker mg % (Harnzucker) Exe 
BS EB alBe ™ ee 
ae o 
A 2 & 25 Vor ee a ee 8 4 5 a5 
Dose 118 127 155 152 | 139 
ie (=) | 222 | Hy | 4 spur} 16 \spary (—) 
0.16 
Kea 112 150 147 | 196 | 119 
Y (=) | 22 | (=) | 2 [spuryispur} 
ee ee age bay 130 153 | 133 | 121 : 
iu us (—) 2 (—) 143 (Spur)|(Spur)} (—) ute 
iain a errant! 143 160 | 132 | 199 
(=) | 9 |) | 4 \spur)(Spun)} (-) ae 
presale 130 147 | 443 | 158 | 189 | 130 
(=) | BL] (| 8 [Spurispun| one 
27. X| 70 120 | y41 | 163 | 53 | 149 | 182 | 187. 0.16 


() 


=) 


‘Spur)(Spur) 


(—) 
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TABELLE III. 


e0) 
aoe SE Blutzucker mg % (Harnzucker) 
Datum |EM EIS S op Schwellen- 
192 Se SS wert % 
Wise a8 Vion aly 2 | eet 13 2 3 
ap 
~ 131 5 172 157 | 118 
it RE 0} SS eg eloO Wess AM esl | 
0.17 
= = ers 175 143.) Leo 
14, XT | 55 (—) | 259 | 5 | 161 bgpanl | 
a E 120 206 152 | 115 5 
15. XE] 55 | 07 |) | 184 |p] 177 gpun| (3 0.20 
. i 122 220 175 | 126 9 
16. XI 5d 0.8 oo) 211 (Spur) 209 (Spur)! (—) 0.22 
= 124 178 141 129 
18. XI | 60 ce | 8 | 5 | 7 bebe 0.17 
- 130 ep 183 ay ||| Alii 149 
“Ws. XI 1,89 E138? bom) 177 bgp] CD 0.18 
TABELLE IV. 
Solo 
we Slee Blutzucker mg % (Harnzucker °%) 
Datum |£ Bele 8 Schwellen- 
199 | JR ESS wert 2% 
eo gies | Vor | 1/2 |° 1 13 2 3 
Arm Ss oe 
a . 103 145 a 116 | 107 
20.0 XE 100 Ey 114 (Spur) 131 (0.34)} (—) 
0.13 
¥ 98 a 130 102 96 
Ae XI 90 (=) 130 (Spur) 110 (Spur)| (—) 
6 - 4 98 138 healt OWsal ANOS 
BAL 100 | Or | 107 | | 188 etm) : 
0.15 
= 97 152 Fee Wail Biel ACES 
23. XI 90 0.8 () 108 (Spur) De (Spur)| (—) 
ony 95 135 110 99 
25. XT 90 (5 123 (=) 121 (Spur)| (—) 
; 0.13 
: 89 128 108 | 91 | 
26. XI | 90 118 | (25 | 120 kgpan| (7) 
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TABELLE VY. 


ry 
Ba on Ss Blutzucker mg %% (Harnzucker 2%) S 
Datum |¢ tom; 52 , Schwellen- 
1995 [Et eieg wert % 
Agee.) Vor| U2) th del) a | ees 
S 
: 97 172 151 | 115 
27. XI | 195 (oy | 48 | 5 | 188 tecant 
" 95 155 158 | 102 
29. XI | 205 cy | M4 125 | higounl CO 0.17 
409)| Yen) 181 134 | 129 
20. XII] 195 (—) | 1% |goun| 278 kspun! 
. | 112 178 211 | 185 | 143 |, 
22. XII} 205) 0.6 | (| 155 | (*) | 190 kgommlspu)l () S 
, 100 212 186 | 128 . 
23. XII} 205} 0.6 | (-) | 174 | 4) | 197 lena | 
108 A178 138 | 102 
9 . 
25. XII] 195 (—) | 1661 5 | 160 bgpury} 0.17 
TABELLE VI. 
Soe 
Paid est Blutzucker mg °% (Harnzucker) 
Datum [3 5h/2 2 || Schwellen- 
192% |E Eu SS wert % 
An bo 28 Vor} 1/2 i 1g g 3 
88 135 115 | 107 
12. XI 12 
I 0 (-) | 23! Igpan} 221 | | 
: : 0.13 
[ 136 101 | 104 
14, Sar ts —) | 181 kgpun| 283 gpa | 
16. XII | 120] 0.6 | 22 | 1g2.| 151 atts ase 
dO era ee (ek a ee 
95 158 113 | 115 na 
17. XH | 120] 0. | , 
| 0] 06 | 2) | 180 | (5 | 18L bgpur] () 
19. XI 115 90 131 118 | 102 
ca (~) | 2° \spury) 134 (spur)! (-) 0.18 
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TABELLE VII. 


: a5 On} 2 S ; | 
wes aE Blutzucker mg % (Harnzucker %%) | 
Datum {§ one Tint ar Schwellen- 
1925 |B E les wert 9% 
Bn & Bab iiver |) yelp cect 
| | ee ed ee ee 
j | i 
11. XII 9 108 S 129 on Pe 2O i LEZ 
00 (—) 138 (Spur) 133 (Spur)} (—) : 
0.13 
is. XT " ‘Lig arena fa) 120 | 117 
‘ ee Ce? ere? ispant (3) 
= 94 FF 179 -~ | 1384 | 106 
16. XII | 195| 0.6 | (“4 | 17 |¢9.34)| 175 |a,65)| —) 
19. 92 121 115 | 99 
9. XII | 180} 0.5 | (“| 131 bgp} 229 |) | 0.18 
9 > 94 oA 129 1209 oS 2 
21. XII | 195 (~) | 285 eoun| 229 kspan| (3 | 0.18 


alimentaire Glykosurie beim Kaninchen sehr schwer ist, so haben 
wir nach dem Gedanken von Prof. Nagayama von der Univer- 
sitét ,, Jikeikwai’’ eine chemisch reine Traubenzuckerlésung in- 
traperitoneal injiziert, bis Spuren von Zucker im Harn auftraten. 
Dabei wurde der Blutzuckergehalt balbstiindlich untersucht und 
so die Zuckerausscheidungsschwelle bestimmt. Das Kaninchen 
hatte vor dem Versuche etwa 24 Stunden lang gefastet. Auch 
wurde 8.5-10mg Pilokarpin kurz nach der intraperitonealen 
Zuckerzufuhr subkutan injiziert, indem dabei die Zuckerzufuhr 
passend auf 1/2 bis 1/4 reduziert wurde, so dass die Glykosurie 


auch hier nur in Spuren auftrat. Bei unseren Versuchen haben 


wir gewéhnlich in eincr halben Stunde nach der Pilokarpinin- 
jektion Intoxikationserscheinungen wie Diarrhée, Speichelfiuss 
und Schweissausbruch beobachtet. Die einzelnen Daten unserer 
Untersuchungen sind ‘in folgenden Tabellen angegeben. 

Hier sei bemerkt, dass die Zuckerausscheidungsschwelle bei 
erster intraperitonealer Zuckerzufuhr haufig relativ niedrig 
gefunden wird, wihrend sie nach einigemal wiederholter Zucker- 
injektion einen fast konstanten héheren Wert mit herabgesetzter 


326 G. Eda: 


Zuckerassimilationskraft zeigt.. Nachdem der Schwellenwert 
einen konstanten Wert erreichte, haben wir Pilokarpinversuch 
und dann noch einmal Kontrollversuch ausgefiithrt, um zu 
bestiitigen, dass die bei Pilokarpininjektion gefundene Verdnder- 
ung des Schwellenwertes und der Assimilationskraft fir Zucker 
nicht nur die Folge der wiederholten intraperitonealen Zucker- 
zufuhr ist. 


Versuch 1. Kaninchen-Nr. 1. 2.06 kg. 
TABELLE. VIII. 


a8 5 5 g Blutzucker mg % (Harnzucker %%) Wa riee 
ice xX a oe rd be | scheidungs- 
iS 0 
SBRSS2| Vor] 12/1 |u| 3 | 8 | 5 achwelle % 
15. II 90 | 78 | 135 | 131 | 122 | 101 |, 9} (-) 
(—) (Spur) 
86 89 : 
17. III 100 | | 147 | 141 | 112 | 125. | oy| (-) 0.13 
87 82 
20. III 80 | CO’) | 115 | 120 | 10 | 91 | | (-) 
ba 79 |: ea (kes 
22. TIL} 0.5 | 30 | 7%) | 158 | 161 | 142 | 182 [gos] (-) 0.16 
24,111] 0.8 | 50 | 2% | 936 | 251 | 276 | 183 | 273 \spur) 
So helms i (1.02) \°P 
91 38 is 
26. I 35 : = 
IL) 0,35) 20 | 1) | 162 | 158 | 148 | 156 \goiy| 
30. II 9.) 7 ot (— 
I 90. 1 0% [148 | 187 | 116 | 100 | .4) | (—) | unter 0.14 


Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass die durch 
intraperitoneale Zuckerzufuhr hervorgerufene Hyperglykiimie 
nach Pilokarpin trotz Verminderung der Zuckergabe deutlich 
stiirker auftrat als bei Kontrollversuchen. Mit der Verschlim- 
merung der Zuckerassimilation wurde hier auch zugleich eine 


leichte Steigerung der. Zuckerausscheidungsschwelle (von 0.13 
auf 0.16%) beobachtet. 
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Versuch 2. Kaninchen-Nr. 2. 1.9 kg. 


TABELLE IX. 
£ 5 2 5 5 Blutzucker mg % (Harnzucker %) 
Datum so e's S Zuckeraus- 
1926 |S g ae scheidungs- 
Fa g 88 Vor] 1/2] 1 14 2 3 5 |schwelle 9% 
81 73 u 
17s 111 90 | _—) | 208 | 184 | 144 | 87 | /*) | (—) | tiberd .20 
88 92 
18. II 100} (*\ | 214 | 175 | 181 | 102 bgoty| 0.21 
hay ee ew ere 
20. IIL | 0.5 50) (=, | 251 | 223 | 176 | 148 bgp} 0.25 
21. | 0.35] 50] 2° | 257 | 206 | 166 | 126 | (°%, | (—) | tiber 0.257 
. 85 | 95 
DAS IBN E BERD 59 | (—) 289 | 312 | 207 | 163 (0.71) (=) 
z 79° yar tore ox 
27. III 90 | (“) | 225 | 188 | 173 | 107 | 13g) (-) | unter 0.225 


Versuch 8. Kaninchen-Nr. 3. 2.96 kg. 


TABELLE X, 
See 8) vi piginiccer moose Marnitker%) 
Bgl2S8 utzucker mg % (Harnzucker % Junta: 
Oro8 $8 we 5 Ei scheidungs- 
eee el vor] 16 |. 1. | i) 2-|.-3) 16 jschwelle % 
22 |*"8 3S 
81 eae e ee 
20. III 110 | (84 | a47 ] 215 | 188 | 162 born] (~) 0.21 
78 se | ABO ee sf 
22. III 110 | (78 | 207 | 201 | 173 | 128 bgpun| 0 
anit 100 Fae ener 
24. UT | 1.00} 30) (9 | 240 | 215 | 203 | 193 | (S| (—) | tiber 0. 
98 no | 158 eas 
2. WE | 1.10| 50] 8 | 280 | 248 | 217 | 178 | (2) | (—) | iiber 0. 
178 


26. III| 1.20) 60 , 88 | 248 | 270 | 252 | 200 | ¢q.45)| (—) | unter 0.27 


88 < 
29. IIL 99 () 251 | ZOU 17s | 125 (0.41) (—) | unter 0.23 
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Die Tabellen IX und X zeigen unzweideutig, dass Pilokarpin 
die Assimilationskraft fiir Zucker verschlimmert und zugleich 
die Zuckerausscheidungsschwelle erhéht. 


Versuch 4. Kaninchen-Nr. 4. 2.4kg. 
TABELLE XI. 


aolene 
Btiane Blutzuck 0% : 
haienhe ae ee lutzucker mg °% (Harnzucker) yt eee 
1926 mee et f 5 be scheidungs- 
Ble 8 Bl Vor | 1/2 1 1g 2 3 5 |schwelle % 
Ry QI 2 20 
90 ire 96 ° 
28. IV 80 (_) | 178 | 240 189 | 134 (Spur) (—) 0.24 
96 148 os 7 
Be NE 1.00 | 40 Gs) 192 | 238 | 221 | 162 (Spur) (—) 0.238 
73 c ~ 79 
ea QD =o 2 
HV 90 as: 232 178 145 101 (Spur) (=) 0.23 


Bei diesem Tiere hat die Pilokarpininjektion die Assimila- 
tionskraft fiir Zucker herabgesetzt, so dass hier mit der halben 
Menge Zucker eine gleich starke Hyperglykiimie zustande kam wie 
bei Kontrolle. Der Schwellenwert blieb aber dabei unverandert. 


Versuch 5. Kaninchen-Nr. 5. 2.59 ke. 
TABELLE XII. 


See 4 8 ae 0% 
Deien (Bele 8 8 Blutzucker mg % (Harnzucker 9) Trickerane- 
1996 |S. IE 5 oe scheidungs- 
SgRgg| Vor| v2] 1 | uw | 2 | 3 | 5 |seewele % 
26,, EV he | se 2 civle 
C3, | 2a | 205 | 181 | 161 eS) 
2 (Spur) 0:25 
30. IV 85 | 82 | 192 | 2 3 ane 
(=) | 192 | 246 | 165 | 132 (.88) (— 
2,Vv | 1.00] 50 | 93 | oge 2 Obie 
(=) | 282 | 2a | 221 | 268 [t73 | 0.28 
8 V | 1.00] 45 | (| 178 | 207 | 286 | 250 (2) | (=) | tiber 0.95 
ms, $9 | 5 190 
a 45 | “| 318 | 352 | 310 | 243 | G90.) (—) | unter 0.85 
12. V 95 | 8 | org 5 a rede oe 
Cn 246 | 155 | 107 |g} (-) Hl 
-o § 
14 V 6 | | Ser [aoe | der Fgh ee eee — 
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Versuch 6. Kaninchen-Nr. 6. 2.53 kg. 
TABELLE. XIII. 


2 ely ee 
° Dos & Or ‘ 07 
ee , £8 ae g Blutzucker mg % (Harnzucker %%) Gatiiie: 
1926 ae Boe &e x scheidungs- 
; i 
SBIS8E] Vor} 1/2] 1 li 9 3 5 |Schwelle %% 
QI eX 


Versuch 7. Kaninchen-Nr. 7. 2.55 kg. 
TABELLE. XIV. 


as Z § g Blutzucker mg %% (Harnzueker 9%) Pita. 
88 ake 5 be ikea e 
& Bie a = 1 9 2 5 |Schwelle 
28 a8 E Vor| 1/2/ 1 1} 3 

a1 7 meme 0.28 

(2) | 208 | 285 | 178 | 131 boar] (-) 
3) | 195 | 229 | 168 | 125 (Spar) =) 0.28 
0.6 | 40 hee 213 | 241 | 253 | 188 na (—) | tiber 0.25 

2 5 7) oe : i 
21.1V| 0.7 | 45 oe 217 | 271 | 271 | 218 kgoar| &) 0.27 

Zs at yet , 

26. IV 99 | 78) | 247 | 213 | 187 | 146 | (q.4g)| (—) | unter 0.24 
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Die Tabellen XII, XIII und XIV zeigen tibereinstimmend, 
dass die Assimilationskraft fiir Zucker durch Pilokarpin ver- 
schlechtert und die Zuckerausscheidungsschwelle dabei erhéht 
wurde. 

Die Resultate unserer Pilokarpinversuche sind in der Tabelle 
XV iubersichtlich zusammengestellt. 


TABELLE. XV. 


Zuckerausscheidungsschwelle % 


Korper- Ss : 
Be, ee ee a Kontrolle | nach der |Erhéhung durch 
Injektion | die Injektion 

af 2.06 d- 3.5 Onsen 0.16 0.03 

Liat 19 5 0.21 0.25 0.04 
II 2.96 10-11 0.21 uber 0.24 iiber 0.03 
1V 2.4 10 0.24-0.23 0.24 0 

Vv 2.59 10 0.25-0.24 . 0.28 0.03-0.04 
VI 2.55 i 0.23 eb es 
VII 2.55 7 0.23 0.27 0.04 


Bei unseren Untersuchungen an sieben Kaninchen haben 
wir an 6 Tieren, also nur mit einem Ausnahmefall, wo bei herab- 
gestzter Toleranz ftir Kohlenhydrat der Schwellenwert unver- 
findert blieb, durch Pilokarpin eine Verschlimmerung der 


: Pee : F : 
Zuckerassimilation und zugleich eine Steigerung der Zuckeraus- 
scheidungsschwelle geschen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1) Subkutane Injektion von 0.5-0.8¢ Acetylcholinchlorid 
verursacht beim leichten Diabetiker sehr haufig eine leichte 
Verschlimmerung der Zucker assimilierenden Kraft, welche mit 
der Steigerung der Zuckerausscheidungsschwelle parallel geht. 
| 2) Beim Kaninchen haben wir durch Einspritzung von 
%.5-10mg Pilokarpin in allen: Fallen eine Herabsetzung der 
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Assimilationskraft fir Zucker beobachtet. Dabei hat der Schwel- 
lenwert, auch, mit nur einem Ausnahmefall, sich deutlich erhéht. 
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INTRODUCTION. 


Since the discovery of Insulin, the mechanism of its action 
has been an essential problem. In spite of various experiments 
made by numerous investigators, it is not yet definitely settled. 

Though the experiments to be reported here were not ori- 
ginally undertaken with the object of finding out the influence 
of insulin upon the amount of physiological blood alcohol, since 
the author has just been investigating blood alcohol and was 
not intending to elucidate the mechanism of the action of 
insulin, yet the results of these experiments may be well util- 
ized as a clue for solving the above mentioned problem because 
blood alcohol is regarded as a product of some carbohydrate 
metabolism. 


MaTERIAL AND Merson. 


Insulin (Inselin) manufactured by the biochemical laboratory 
of the Tokyo Imperial University was employed. (I wish to offer 
my heartiest thanks to Professor Shimamura and Lecturer 
Ohsawa of the Tokyo Imperial University who gave me the 
insulin as experimental material.) As experimental animals, 
fowls and rabbits were employed. 
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The experiments have been performed in two ways, that is, 
in vivo, and in vitro. In the former case, insulin was injected 
hypodermically into the fowls’ and then the amount of blood 
alcohol was determined at regular intervals: In the latter case, 
the influence of insulin on the change of the amount of alcohol 
in a blood sample stored aseptically in the thermostat at 37°C. 
was investigated. The blood samples were taken from the 
carotid of animals in which hyperglycemia had been produced 
by an intravenous injection of glucose solution. 


EXPERIMENT IN VIvo. 


TABLE I. 


Percent. of Alcohol determined 90 minutes after the injection of insulin. 


: A Percent of 

No. of - Weight of Units of Percent of Alc. 
Fowl. Fowl. Insulin. ee ee as found in Liver. 

36 1650 8™ 5.0 6.00197 

37 1330 7.5 0.00244 

39 2100 10.0: 0.00233 

49 1750 10.0 0.00236 

50 1809 10.0 0.00246 

78 14390 10.0 0.00250 0.00481 

83 1850 LTO 0.00237 0.00449 

85 1400 30.0 0.00233 0.00484 

60 1870 20.0 0.00234 0.00518 

Physiol: Pericentss cn onc cen cea eee ee 0.00279 0.00398 


All the results shown in the above table, except No. 60. 
(60 minutes), were determined 90 minutes after the infection 
of insulin. As will be seen, the percentage of blood alcohol is 
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very regularly lowered by the injection of insulin as compared 
with the physiological amount. 


TABLE II. 


Percent of Alcohol determined 30 minutes after the injection of insulin. 


‘ : Percent of 

Weight of Units of Percent of Alc. 
Fowl. Insulin. rege found in Liver. 
1650 8™ 10.0 0.00326 0.00308 
1350 10.0 0.00339 0.00611 
1400 10.0 0.00360 0.00560 
1465 10.0 0.00253 0.00631 
1370 10.0 0.00239 0.00484 
1965 10.0 0.00292 0.00371 
1600 10.0 0.00258 0.00591 
1700 10.0 0.00266 0.00366 


In the experiments given in table IJ, the measurements 
were carried out 30 minutes after the injection. At this stage, 
the percentage of alcohol does not show any regular change. 
In some cases, it is higher, and in the other cases, lower than 
normal. 

The occurrence of such variation is in good accordance with 
the results obtained by Honeywell, Hannah, Elizabeth 
and O. Riddle (1923) with regard to the effect of iletin upon 
the blood sugar. According to them the tame ring doves 
manifest remarkable hypoglycemia by the injection of iletin, 
while in common pigeons which are not easily domesticated, a 
transitory hyperglycemia occurs first. Of course the amount of 
blood sugar of the latter falls finally, but the intensity and 
interval of diminution are not the same. Thus we sce that the 
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percentage of blood alcohol is influenced by insulin just in the 
same way as blood sugar. 

Before assuming that insulin changes the metabolism of 
alcohol and that the hypoalcoholemia occurs as the result of 
decreased production or the increased oxidation of alcohol, one 
thing must be taken into consideration, that is, the influence 
of insulin upon water equilibrium, because, if hydremia is 
produced by insulin, as some investigators are said to have 
proved in patients suffering from diabetes, hypoalcoholemia 
would result or the lowering of the alcohol percentage without 
any change in the absolute amount of blood alcohol. 

Many authors, however, have proved recently that anhy- 
dremia is produced by insulin in normal animals. We are 
therefore admitted to conclude directly the change of alcohol 
metabolism from the results of my experiment. 


EXPERIMENT IN VITRO. 


Fowls and. rabbits: were employed in this experiment. 

A certain amount of glucose was added to defibrinated blood 
of these animals, or about 40 cc. of fresh glucose solution was 
injected hypodermically and the blood was aseptically taken 5~ 
10 minutes thereafter. The defibrinated blood was divided into 
two equal parts. A certain unit of insulin was added to the 
one part and the same amount (I unit of insulin=0.1 cc.) of 
saline solution, to the other. Each flask containing the blood 
sample was covered tightly with caoutchouc and then stored 
aseptically in the thermostat at 37°C. for about 24 hours. The 
content of alcohol was then determined. 

As some bacteria can produce alcohol, some blood samples 
were added with sublimate as antisepticum, or the blood samples 
were investigated as to their contamination with bacteria. 

The percentage of aleohol does not change in any marked 
degree when the defibrinated blood is placed in the thermostat 
without adding insulin, as will be reported in another paper, 
while it increases in a more marked degree in the blood to 
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which is added insulin, as compared with control blood. 
The results will be detailed in the following. 


Fowl No. I. Weight 1650 gm. 


Defibrinated Blood...... 10.0 ce. 
: LUNSURN S a Gaconone pen Soos¢ 3 units. Percent of 
Insulin blood Sterilized Glucose Ale. found. OS 
\ solution (0.85 %) ....3.0 cc. 
Defibrinated Blood...... 10.0 ce. 
Control blood {stern SaltiSole.c.5 2 3.0 cc. Be 0.06167 
Sterilized Glue. Sol....... 3.0 cc. : 


Fowl No. 2. Weight 1440 gm. 
The blood was taken about 8 minutes after injecting 50 cc. of 
0.85 9% glucose solution. 


, BIGGA eaticins preinos ea sa 8.0 ce. Percent of 
Insulin blood eae Be oer IS ea 8 units. Alc. found, 0.07801 
Blood ss wccseeccaes Ae 8.0 ce: 
Cement hlood an SM ese saa orerins 3.0 ce. a OAR, 


Fowl No. 3. Weight 1170 gm. 
The blood was drawn at 6-7 minutes after giving 40 cc. of 
0.85 % glucose solution. 


5 BlOOG eee cose scien er sais: 9.0 ce. Percent of 2 
Ineulin blood {rattan 3 units. Ale. found. 9-978 


BIGOG ace eave site cette ssis0a0 'CCe 0.04687 


Controi blood fae Ste) Fea iat Sear acerca 3.0 ce. - 


Fowl No. 4. Weight 1380 gm. 
The blood was taken about 8 mimutes after injecting 40cc. of 
glucose solution. 


BLO Od erence cece o's sles iei> 8.0 ce. Peroenit-ot 

Insulin blood eee NEES OO SOUR OOOE 3 units. eae 0.05280 
Sublamater Sole cess. sss. 5 drops. 
NS WOO rare etate clelere 910s siesta’ 8.0 cc. 

Control blood {sa SO, Sonn oooeoncosc 3.0 cc. a 0.06750 
Sublimate Sol. .........+-- 5 drops. 


Fowl No. 5. Weight 1480 gm. 
The blood was drawn at 7-8 minutes after giving 40 cc. of 
glucose solution. 
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BGG aeasses. en ee see 7.5 CC. 
Pi t of 
Tnsulin bloed ¢Tneuliw....avsescs tse 3 units. Dati 0.08167 
Sublimat,-Sol.2.... esse: 5 drops. . 
{ BIOGE snearcna seve woos vers 7.5 €C. 
Control blood ;Salt Solut .............. 3.0 cc. - ~ 0.04870 
| sublimat, SOlo” ar aaeacceen. 5 drops. 


Gelatin (—) 
Agar - (-) 


Culture of bacteria. 


Fowl No. 6. Weight 1320 gm. 


The blood was taken about 8 minutes after injecting 40 cc. of 
glucose solution. 


BOO ss cmietss xe sds Mew one 9.0 ec. Pitiene de : 
Insulin blood Insulin........... See 3 units. ie es 0.04180 
Sublimate Sol. ........4. 1.5 cc. : Fi 
BlOod .sodsaeeenenteee --9.0 ce: 
Control blood }Salt Sol. ...-....+...20e- 3.0 ce. 79 0.03563 
Sublimate Sol. ....:.:....% 1.5 ce, 


As inselin contains a small quantity of hydrochloric acid, 
some experiments were made with the administration of a few 
drops of very dilute HCl. 


Rabbit No. 7. Weight 2450 gm. 


The treatment is the same as in the foregoing investiga- 


tion. 
“ BYVOO Gs rasticcws aaitentne 17.0 cc. Percent of 
Insulin, blood En siuilineiecers Ligisisie'e Rane 3 units. Ale. found. = 
POO dierdew catie sin Seieers 17.0 ce. . 
meamerel BisOo | Hydrochlor. acid........... 1 drops. 4 0.05550 


Rabbit No. 8. Weight 2500 gm. 


The treatment is the same as in the foregoing 


investiga- 
tion. 
: BLO OG. ca. ceiscties oes 12.0 ce. P 
Tuenk Jf ercent of x 
nage pice’ {f HAUL neccseaareseustes Sunits. Alc. found, 908126 
BIOOG Mire wecaeneneeen 12.0 ec. 
Control bl : ; 
onurghmeos (Pua sek Ae 2 drops. ” ae 
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Rabbit No. 9. Weight 2600 gm. 


The blood was taken about 10 minutes after injecting 50 cc. 
of glucose solution. 


x (MB LO@dE sce t Res elsw as oe 15.0 ec Pp 
Ins ] blood ° ercent of 
er teecer MAAN esse aT 3 drops. Alc. found. 0.08750 
Controlblood’ 9 Blood m.c.-s-62 ences 0: < - 15.0 ec. 5 0.02446 


Bac. Subtilis and Staphyrococcus citreus were cultured from 
the insulin blood while Staphyrococcus cereus alba and citreus, 
from the control blood. 


Rabbit No. 10. Weight 2600 gm. 


The treatment is the same as in the above mentioned ex- 


periment. 
F Blood) nascaaam oe since se 14.0 ce. Percent of 
tase Dived Fate Dy eae Be Hd ys 3 drops. Alc. found. eee, 
Control blood. Biloodstriacs-5 «nek os 14.0 cc. aa 0.02301 
Rabbit No. 11. Weight 2450 gm. 
LO OG eerie areca ies 14.0 ec. 
E | Sterilized Solut. of Glucose Percent of a 
0.0255) 
aye Ped en One ee ind 
GARG” Gonosamosaonee . -4 drops. 
BOO lume tes ct een tort eke 14.0 ce. 
Control blood Fines Solut. of a 0.02095 
GWACO SIC rere ceils saiF 7.0 ce. 


A few colonies of bacteria appeared on an agar plate which was 
mixed with the insulin blood. 


Rabbit No. 12. Weight 2320 gm. 
The ‘blood was taken about 10 minutes after giving the 40 cc. 
glucose solution. 


Blood Bytes ee easvarave ist eieriie eee ce. aaa 
Insulin blood ere GR REO OE 3 drops. Ape tein’ 0.04111 
Silolinehien? Gogoos neocons a little ‘ : 


Control blood { 0.03167 


> 


Stiblimatertesss cam ne xisecs a little 


No bacteria could be found on agar plates and in bouillion. 
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Rabbit No. 13. Weight 2800 gm. 


The blood was drawn about 10 minutes after injecting 50 ce. 
of glucose solution. 


Bllowid? Focticeniedetere cee 25.0 cc. Beenie 
Insulin blood jInsulin.................. 5 drops. ey ant 0.02240 
Solution of Sublimate ..10.0 cc. ¢ ° 


BOO. eevee Varhecvee 25.0 ce. 
Solution of Sublimate ..10.0 ec. Sy 


Bacterial culture, both negative. 


Control blood { 0.01770 


Thus the amount of aleohol has been proved to be always 
larger in the blood stored with insulin than in the control. 


Discussion. 


As to the action of insulin lowering the level of blood 
sugar two sorts of mechanisms can be theoretically presumed, 
that is, the synthesis of sugar into higher compounds and the 
acceleration of the decomposition of sugar into lower substances. 

Some authors insist upon the theory of synthesis of sugar, 
such as the accelerated production of glycogen and the checking 
of mobilisation of glycogen into sugar, the accelerated transfor- 
mation of glucose into albumin or fat and the checking of the 
opposite mobilisation of these substances, the metamorphosis 
from sucre libre to sucre protédique, the diminution of so-called 
lactacidogen ete. 

Others opine, on the contrary, that insulin accelerates the 
decomposition or the combustion of glucose. 

There are also some recent investigators who allow the 
possibility of these two mechanisms at the same time. 

It is, of course, impossible for me to decide which of these 
theories as to the action of insulin decomposing sugar hits the 
mark. 

But the results so far obtained in my experiments made 
as to the influence of insulin upon blood alcoho! seems to be 
in accordance with the last theory. 
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As has been detailed in the foregoing chapters, the experi- 
ments in vivo and in vitro showed results contradictory to each 
others. 

The blood alcohol decreased when insulin was injected 
hypodermically into animals while a slight acceleration of 
alcohol production was observed in the defibrinated blood by 
adding insulin. 

The latter result accords well with those obtained by C. 
Neuberg, A. Gottschalk and H. Strauss (1923) and E. 
Toenniessen (1924) etc. as to the action of insulin upon 
acetaldehyde. They proved the fact that insulin promotes the 
production of acetaldehyde in vitro. 

In order to harmonize the contradiction between the results 
in vitro and in vivo, we are compelled to allow the possibility 
of the above mentioned two mechanisms at the same time, in 
the action of insulin upon blood sugar. 

The decomposition of sugar in the defibrinated blood is 
accelerated by insulin, with the consequence that the percentage 
of alcohol which is generally considered as a product of sugar 
decomposition becomes higher than that of blood without insulin, 
while in the body of animals insulin accelerated both the com- 
bustion of glucose and its synthesis into higher compounds or 
its transformation into other substances. Here we can considrr 
two ways of lowering the percentage of blood alcohol. The 


Traubenzucker 
Triose (Glyzerinaldehyd) —> Glyzcrin 


d-Milchsiiure 
it 


Brenztranbensiiure ~—> d-Alanin 


Azetessigsiiure <— Aeztaldehyd ~~ Athylalkohol 


1 


Essigsiiure 


(Cited by G. Embden 1922) 
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one is the lack of material (glucose) producing alcohol and the 
other is the probability that alcohol may be retaken, into glycogen, 
fat, albumin etc. when glucose reconstructs these substances. 

It is generally believed that the physiological alcohol and 
acetaldehyde are produced from glucose in the following way. 

The results of my investigations published (1926) with re- 
gard to the change in the amount of alcohol in asphyxiated 
animals as well as those of experiments regarding the influence 
of adrenalin upon the blood alcohol, which are not yet publi- 
shed, elucidate that glucose is not to be considered as the sole 
producer of physiological blood alcohol, but aleohol must be 
separated from glycogen or other substances when they decom- 
pose into glucose, because the percentage of blood alcohol 
increases simultaneously with blood sugar in animals in which 
the mobilisation of glycogen into sugar is accelerated by asphyxia 
or adrenalin. 

Indeed, the results of present experiments make us more 
firmly believe in this way of producing alcohol, for the per- 
centage of blood alcohol decreases hand in hand with blood 
sugar. 

And between the two ways of lowering the alcohol per- 
centage by insulin as described above, we rather prefer the 
latter probability before the lack of material producing alcohol, 
or at least we must allow the coexistence of the two, since the 
accelerating influence of insulin upon the production of alcohol 
from glucose is very slight as will be noticed in my experiments 
in vitro, and, moreover, the lowering of the alcohol percentage 
occurs $0 minutes after the injection of insulin, that is, at the 
stage of beginning hypoglycemia. “At this stage, a hyper- 
alcoholemia is rather to be expected if insulin accelerates the 
decomposition of sugar, and alcohol produced solely by the 
decomposition (alcohol) decreases when the decomposition is 
vigorously going on. 

Thus we adopt, in order to harmonize my results so far 
obtained, the theory of two mechanisms at the same time, re- 
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garding the action of insulin lowering blood sugar, and the 
possibility that alcohol is produced from glycogen while decom- 
posing into glucose. 

Some authors believe that alcohol is a product of metabo- 
lism of carbohydrate and acts as anti-ketone substance. (They 
believe that ketone is a product of decomposition of fat.) 

For instance Heilner writes in his publication (1924) as 
follows. 

“‘ Es ist eine noch ungelést Frage, durch welche Vorginge 
in der Zeller der normale aketone Ablauf der Fettsiiureverbren- 
nung ‘zu Kohlensiure und Wasser gewiihrleistet wird. Hierzu 
habe ich im Jahre 1908 dem Gedanken Ausdruck gegeben, dass 
es ‘der aus Zucker in der Zelle entstehende Alkohol ist, dem 
die Rolle zufillt, die Zersetzung in der Zelle im Sinte des 
normalen Abbaues des Iettsiiuren katalytisch zu beeinflussen ’. 
In ihm hitten wir also letzten Ende die antiketogenen Wirkung 
der Kohlenhydrate zu wiirdigen, indem der in der Zelle ents- 
tehende Alkohol in statu nascendi gewissermessen katalytisch 
die schwerverbrennliche Fettsiiure mit in der Verbrennung 
reisst. Beim Wegfall (Hunger) oder bei der Unverwertbarkeit 
(Diabetes mellitus) des Kohlenhydrate miisste dann auch die 
Entstehung dieses endogeneri Alkohols sich vermindern und 
infolgendessen Azetonurie auftreten ’’. 

According to this theory, the blood alcohol must decrease 
in diabetics and the percentage of alcohol must be enhanced 
by the injection of insulin, contrary to my results. 

None has observed, however, the disappearance of alcohol 
in the diabetic urine. On the contrary, the appearance of 
alcohol in the urine of diabetics is already proved by previous 
investigators. 

But also it must be taken info consideration, whether this 
alcohol found in the urine of diabetics is not a product of the 
decomposition of sugar in the uriné outside of the body, by the 
action of yeasts of alcoholic fermentation or by bacteria which 
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can produce alcohol from sugar. Further studies must be done 
for settling this problem. 


SUMMARY. 


1) The amount of alcohol in the blood of fowls at 30 
minutes after the injection of insulin does not show any regular 
change. 

2) At 90 minutes after the hypodermic injection of insulin 
into fowls, a hypoalecoholemia occurs. 

3) The amount of alcohol in the liver of the above men- 
tioned fowls is observed to increase or to remain the same in 
comparison with that of the control. 

4) The dose of insulin has nothing to do with the amount 
of increase of blood: alcohol within 5-30 units. 

5) The amount of alcohol in the blood stored in the ther- 
mostat at 387°C. during about 24 hours with insulin, shows a 
markéd augmentation as compared with that in the blood without 
insulin. 

I wish to offer my heartiest thanks to Professor Dr. K. 
Yamakami for much help and guidance. 
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EINFLUSS DES ATROPINS UND SCOPOLAMINS AUF 
DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


GENICHIRO. EDA. 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Dr. Ryokichi Inada, 
Kaiserliche Universitdt.zu Tokio) 


(Eingegangen am 18. Januar 1927) 

In meiner vorigen Arbeit habe ich festgestellt, dass parasym- 
pathische Reizgifte wie Acetylcholin und Pilokarpin den Schwel- 
lenwert erhdhen. Nun habe ich auf Veranlassung und unter 
der Leitung von Proff. R. Inada und K. Sakaguchi den 
Einfluss der parasympathischen Lihmungsgifte, nimlich des 
Atropins und des Scopolamins, auf die Ausscheidungsschweile 
fiir Zucker untersucht. Weil Shim in hiesiger Klinik schon 
beobachtete, dass Atropin beim Diabetiker sehr hiufig die Zucker- 
ausscheidungsschwelle erhéht, so habe ich meine Untersuchung 
am aninchen ausgefithrt. Dagegen wurde die Scopolamin- 
wirkung am Menschen untersucht. 


EINFluss DES ATROPINS AUF DIE ZUCKERAUSSCHEI- 
DUNGSSCHWELLE (K ANINCHENVERSUCH). 


Wie bei Versuchen mit Pilokarpin in vorangehender Arbeit 
habe ich zur Bestimmung der Zuckerausscheidungsschwelle 3-4- 
prozentige chemisch reine Traubenzuckerlésung dem Kaninchen 
intraperitoneal eingefiihrt und den Blutzuckergehalt halbstiind- 
lich 3 Stunden lang untersucht, indem der Harn sowohl vor 
als auch 3 und 5 Stunden nach der Zuckerzufuhr auf Glykosurie 
gepriift wurde. Die Zuckerinjektion geschah in verschiedener- 
Menge und wurde verschiedene male wiederholt, bis Spuren 
yon Zucker im Harn auftraten. Nachdem der Schwellenwert 
auf diese Weise bestimmt war, habe ich ein mg Atropin pro 
Kilogramm Kérpergewicht als 0.1 prozentige Lésung subkutan 
direkt vor der Zuckerzufuhr injiziert und dessen Einfluss auf 
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den Schwellenwert untersucht. 

Wie in vorangehender Arbeit beim Pilokarpinversuche schon 
mitgeteilt wurde, fallt die Hyperglykimie und der Schwellen- 
wert bei intraperitonealer Zuckerinjektion in anfanglichen 
Versuchen einigemal gewdhnlich niedriger aus, wahrend sie in 
spiteren, Versuchen héher und konstant portinded werden. Bei 
meiner Untersuchung wurde der Atropinversuch immer dann 
ausgefihrt, wenn diese Konstanz erreicht wurde, und danach 
wieder Kontrollversuch angestellt. 


Versuch I. Kaninchen Nr. 1. 2260 g. 
FEinzelne Daten sind tabellarisch angegeben. 


TABELLE I. 
0 
Deyn | Blutzucker mg % (Harnzucker %) 
Datum ‘3 . g Be os | * Schwellen- 
i999 N33 3| S ; wert % 
sew < Vor | 1/2 ul 13 2 om 
bl 
3 92 2 120 
21.111] 85 C2, | 168] 181] 172) 128 [gin () 
0.18 
: 94 a p00 
22, IIL| 85 C4, | 152] 179) 146 | 182 Jigen) (=) 
24.1} 95) 25] (| 196| 173) 178| 126| 2°) | (— | iiber 0.196 
3 85 F Poe 5 ate 
25. TIL] 100) 25 | (| 207] 218 | 200] 158 omy (-) 0.2 
97. III] 90. C4 | 192] 163] 121 | 143} 685] (--) | anter 0.19 
. 82 << | 74 
29. 11T) 89 Cy | 176] tt] | 97 befan) 0.17 


Die Tabelle zeigt, dass der Schwellenwert in Kontroll- 
versuchen etwa 0.17 bis 0.18% war, wiihrend er bei Atropin- 
injektion auf 0.219¢ anstieg. Bei gleich grosser Zuckerzufuhr 
fiel die Hyperglykaémie nach der Atropininjektion etwas stiirker 
aus als bei Kontrollversuchen. Aber die Zuckerassimilation 
wurde hier weniger beeinflusst als der Schwellenwert, so dass 
die Zuckermenge zur Erzeugung der Glykosurie etwas ver- 
gréssert werden musste. 
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Versuch II. Kaninchen Nr. 2. 2500 g. 


TABELLE II. 
Pa 
2 r=] Blutzucker mg % (Harnzucker) 
& =| g 
Daven eG g| 20 4 Schwellen- 
1926 N2 3 £ A wert % 
se= | = Vor | 1/2} 1 Se ie 3 5 
oo 
88 1 00:1. 
22. III| 100 (—) | 186] 128] 113] 122 |e) 0.13 
81 C2 epae 
YAS AVE AN TEE i 138 | 104] 104 87 (Spur) (—) 0.13 
24.1} 10] 25] (8 | 148) 151] 142] 182) Ch | (—) | iiber ots 
- 88 as 103 | ,_ 
£7. TIT} 100) 25 | | 146] 178) U1] 121 |e] | ) 0.17 
69 | - 89 
30. III | 100 (-) | 180] 121} 108] 110 | gay (—) 0.13 


Wie die Tabelle zeigt, betrug der Schwellenwert in Kontroll- 
versuchen 0.13% und nach Atropin etwa 0.17%. In, diesem 
Fall gingen die Erhéhung der Schwelle und die Verschlim-. 
merung der Zuckerassimilation parallel, so dass bei Kontroll- 
wie Atropinversuchen mit gleich grosser Zuckerzufuhr annéihernd 
gleich starke Glykosurie auftrat. 


Versuch III. Kaninchen Nr. 3. 2560 g. 
TABELLE III. 


Datum : ae 
1926 Se 5 
~ 
26. IV 90 
28. IV 90 
30. IV 95 
2. V 100 
62a. 100 
Ce NE 90 


Blutzucker mg % (Harnzucker %) 
Schwellen- 


g 

24 on 

£4 wert % 
< 5 


As 192] 191 | 173] 156 ete (Es | as 
ve 188 | 180] 163| 151 Sax ey 
2.5 | 23, | 202] 213] is1| 152 126 | (_) | tiber 0.21 
3.0 as 931 | 210] 173| 162 isoeti cS 0.23 
co) 198 | 240| 172] 121 Ae (—) | unter 0.24 
ue 200 | 173} 141] 110 sper) (=) 0.20 


348 G. Eda: 


Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass der Schwel- 
lenwert durch <Atropin etwas erhéht wurde, wahrend die 
Hyperglykamie dabei nicht besonders beeinflusst wurde. 


Versuch IV. .Kaninchen Nr. 4. 2800 g. 


TABELLE IV. 


4 


iy) aS! Blutzucker mg % (Harnzucker %) 
Datum | A ca &% ‘ Schwellen- 
nu 3 z q wert % 
1926 et ht Vor | 1/2 1 1 2 3 5 
~ 
16.1V| 90 = 243 | -173 | 168| 137 Spe) (=) |. 0.24 
18. 1V| 90 his 262 | 186| 131| 113 ae (—) | unter 0.26 
90 80 
20. 1V| 90 Co | 236) 198| 121 | 118 | gon) (-) 0.23 
a1.Iv| 100] 28| @!,| 220] 201] 129] 132 oS | (| ber 0.22 
23.1V| 100] 3.0| ©, | 278| 220) 181| 161 sl e 0.27 
25.1v| 90| 3.0 | | 251] 191] 181] 141 Ao | (-) | iiber 0.25 
26. 1V] 100| 25 | %8, | 201] 221 | 178] 142 (0.48) (—) | unter 0.29 
1.v | 90 C1, | 242] 200) 168) 125 ted -35 0.24 


Die Tabelle zeigt, dass Atropin den Schwellenwert erhéht. 
Weil die Assirnilationskraft fiir Zucker auch bei Kontrollver- 
suchen ziemlich stark schwankte, so kann man nicht behaupten, 
dass das Gift auch die Zuckerassimilation zugleich herabsetzt. 


Die Tabellen V, VI und VII verhalten sich ganz ahnlich wie 
dieser Fall. 
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Versuch VY. Kaninchen Nr. 5. 2300 g. 


5 q Bl 0 
Mya utzucker mg % (Harnzucker %%) 
Datum S25] Be os ‘es Schwellen- 
1996 S28} 5 I wert % 
Rie) vom tet) A} el 8.) Bei 5 
~~ 
93 i 98 
19. IV 88 (_) 226 | 193] 155] 131 (Spur) (=) 0.22 
86 90 
gI.Iv| 99 (—) | 234] 180] 141) 182 |g) (-) .23 
26. Iv] 100| 25 | ©) | 287] 193] 152] 120 ?) | (-) | tier 0.287 
97 ek hae 09 es 
28. IV) 110} 25} (1) | 263) 218 | 171} 161 igri) (-) 0.26 
= 81 91 etwas unter 
aN 95 (—) | 2380) 203) 171 | 134 (0.38)| ( —) 0.93 


Versuch VI. Kaninchen Nr. 6. 2600 g. 


Blutzucker mg % (Harnzucker %) 


b 
y a 
Datum 3 B Een Schwellen- 
199 IN23| 5 q wert % 
ee lS Vor] 1/2] 1 13 ve 3 5 
~ 
79 91 
I7 IV] 9 (By | 228} 204] a7t | 148 [gens] 0.22 
19. 1V| 95 (3, | 278 | 281 | 251} 160 | G:¢7,|(Spur) 
21.IV| 95 | 23] 196] 142} 150 |i) (A) 0.21 
28.1V| 100] 2.6] 72 | 240] 171] 156] 160] (7) | (-) | tiber 0.24 
76 : 89 
24. IV] 100] 28) (8) 24] 195| 178] 141} go) 0.24 
= 
4.V | 90 &, | 235] 198 | 167 | 182) (9/39) (—) | unter 0.28 
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Versuch VII. Kaninchen Nr. 7. 2450 g. 


Blutzucker mg % (Harnzucker %) 
Schwellen- 


| 

Ey oe 

BA wert % 
<q 5 


— 
ive) 
bo 
for) 
4% Zucker- 
lésung 
ecm 


87 90 | (_ 
23.IV| 90 7, | 157 | 228] 145| 141 | gain] (-) 0.22 
26.1V| 90 Cl, | 121] 188) 107] 121 | Bl) 

80 : ee 
28, IV} 90 02, | a7] 218] 180) 148 |g (—) 0.21 


30. Iv} 100| 25} 9 | 220] 243| 201! i70 ‘es (sj 


0.24 
88 13) = 
2 V | 100| 23) (~) | 247) 193) 121 126 (Spur) 3} 
: 82 .| 95 
Tov} 3105 (_) | 285 | 183} 191 | 134} (951) (—) | unter 0.23 


Meine Untersuchungsresultate stelle ich in der Tabelle VIII 
ubersichtlich zusammen. 


TABELLE VIII. 


Zuckerausscheidungsschwelie (%) 
Ko6rper- Atropin 
Nis gewicht Erhéhung 
g mg > Nach der durch 
Kontrolie. | “Injektion die 
aan we Injektion 
I 2260 2.5 0.17-0.18 0.21 0.04-0.03 
IDE 2500 2.5 0.13 0.17 0.04 
1o08 2560 3.0 0.19-0.20 0.23 0.04-0.03 
IV 2800 3.0 0.24 0.27 0.03 
Vv _ 2300 2.5 0.22-0.23 0.26 0.04-0.03 
VI 2600 2.8 0.21-0.22 0.24 0.03-0.02 
VII 2450 2. 022 0.24 0.02 
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Wie die Tabelle zeigt, habe ich am Kaninchen gefunden, 
dass Atropin ohne Ausnahme in allen Tieren den Schwellenwert 
erhéht hatte. 

Obwohl man in anderen Versuchen gewdhnlich beobachtet, 
dass die Zuckerassimilation mit der Erhéhung des Schwellen- 
wertes parallel geschadigt wird, so kann ich hier nichts sicheres 
dariiber aussprechen, wail die erstere auch bei Kontrollversuchen 
oft eine ziemlich starke Schwankung zeigte. Nur soviel ist 
sicher, dass Atropin den Schwellenwert stirker als die Assimila- 
tionskraft fiir Zucker beeinflusste, weil bei Atropinversuchen 
immer etwas gréssere Mengen Zucker gebraucht werden mussten, 
um Spuren von Zucker im Harn auftreten zu lassen. 


EINFLUSS DES SCOPOLAMINS AUF DIE ZUCKERAUS- 
SCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Die Scopolaminwirkung auf den Schwellenwert wurde an 
drei. Kranken mit Parkinsonismus und an neun Diabetikern 
untersucht. Zur Bestimmung des Schwellenwertes wurde beim 
Diabetiker einer strengen Kost so viel gekochter Reis zugesetzt, 
bis ihre Assimilationsgrenze kaum tiberschritten wurde. Bei 
Nichtdiabetikern wurde eine passende Menge Traubenztcker 
mit einer kohlenhydratreichen Kost verabreicht,; um eine Jeichte 
Glykosurie hervorzurufen. Die Schwellenwertbestimmung ge- 
schah, wie ich in anderen Arbeiten wiederholt angab. Bei 
Scopolaminversuchen wurde 0.1 prozentige Lésung von Sco- 
polaminum hydrobromicum in einer Dose von 0.1-1 mg direkt 
vor dem Essen subkutan injiziert und dessen Einfluss auf den 
Schwellenwert untersucht. Dabei klagten die Versuchspersonen 
iiber die bekannten Vergiftungssymptome wie Schwindelgefiihl, 
Schlafsucht, Trockenheit des Rachens, heisere Stimme oder 
Stottern, Bewegungsstérungen und andere. Obwohl die Wirkung 
nach der Menge des Giftes und ausserdem noch :individuell 
verschieden stark in Erscheinung trat, so war sic im allge:neinen 
bei Kranken mit Parkinsonismus leichter als bei Diabetikern. 
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Einzelne Daten sind in der Belegetabelle angegeben. 
Fall 1. K. M. 32 jabriger Mann. Parkinsonismus. 


Die Tabelle zeigt, dass die Assimilationskraft fiir Zucker bei Kontroll- wie 
bei Scopolaminversuchen ziemlich stark schwankte. Man kann aber hier die 
Neigung nicht ganz verkennen, dass die alimentaére Hyperglykamie und die 
Zuckerausscheidungsschwelle durch Scopolamin herabgesetzt wurden. 


Fall 2. K. K. 33 jahrige Frau mit Parkinsonismus. 


In diesem Fall war 0.3 mg Scopolamin fast wirkungslos, wahrend 0.8-1.0 
mg davon die alimentaire Hyperglykamie und den Schwellenwert etwas herab- 
setzte. 


Fall 3, Y. 24 jahriger Mann. Parkinsonismus. 


Die Tabelle zeigt, dass Scopolamin in diesem Fall die alimentire Hyperg- 
lykdémie und den Schwellenwert herabsetzte. 


Fall 4. H. I. 31 jahrige Frau. Leichter Diabetes. 


In diessem Fall hat das Scopolamin auf die Schwelle herabsetzend eingew- 
irkt. Weil die Toleranz des Kranken fiir Kohlenhydrat auch hier im Laufe 
der Zeit allmahlich anstieg, so ist der Einfluss des Giftes auf die Zuckerassimi- 
lation schwer zu beurteilen. 


Fall 5. M.S. 48 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Bei der Blutzuckerbestimmung wurde die der Toleranzgrenze entsprechende 
Menge gekochten Reises einer bei allen Versuchen fast gleich gehaltenen 
strengen Kost zugesetzt. 

In diesem Fall hat Scopolamin den Schwellenwert erhdht, wahrend das 
Gift die Assimilationskraft fiir Zucker verstarkte; wie die Versuche am 24. und 
30. Mai zeigten. 


Fall 6. K. U. 57 jahrige Frau. Leichter Diabetes. 


In diesem Fall wurde die Toleranz fiir Kohlenhydrat im Laufe der 
Versuchszeit deutlich gesteigert. Der Schwellenwert fiir Zuckerausscheidung 
blieb aber trotz einer deutlichen Besserung der Zuckerassimilation unverandert 
und betrug in allen Kontrollversuchen 0.12 oder 0.13%. Bei Scopolamininjekti- 
on wurde die Schwelle etwas héher gefunden. Wegen der starken Veriinderung 
der Assimilationskraft fiir Zucker kann man nicht leicht ersehen, wie Scopo- 
lamin sie beeinflusst hat. Wenn man beim leichten Zuckerkraken eine der 
Toleranzgrenze entsprechende Kost verabreicht, so beobachtet man sehr haufig, 
dass die Toleranz des Kranken fiir Kohlenhydrat allmahlich ansteigt. Deswegen 
will ich die hier zustande gekommene Erhéhung der Toleranz nicht ohne 
weite-es auf die Scopolaminwirkung zuriickfiihren. 


Fall 7. K. A.« 26 jahrige Frau. Leichter Diabetes. 
Aus der Tabelle ersieht man, dass Scopolamin Neigung zeigt, den Schwel- 
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lenwert zu erhdhen, obwobl die Erscheinung nicht auffallend war. Die 
Verdinderung der Zuckerassimilationskraft war dabei auch nicht deutlich 
ausgepragt. 

Fall 8.. Y. G. 43 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Wie die Tabelle zeigt, hat das Scopolamin den Schwellenwert und die 
Zuckerassimilation nicht sichtbar beeinfiusst. 


Fall 9. W. Y. 38 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Auch hier war der Einfluss des Scopolamins nicht deutlich, obwohl das 
Gift die Neigung hatte, auf die alimentaére Hyperglykdmie und den Scliwel- 
lenwert etwas herabsetzend einzuwirken. 


Fall 10. K. Y. 50 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Das Gift hat hier unverkennbar den Schwellenwert erhéht und zugleich 
die Zuckerassimilation verschlechtert. 


Fall 11. M. N. 45 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Scopolamin hat hier den Schwellenivert herabgesetzt. Aber der Einfluss 
des Giftes auf die Zuckerassimilation nicht deutlich. 


Fall 12. Y. I. 45 jahriger Mann. Leichter Diabetes. 


Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass der Schwellenwert fiir die 
Zuckerausscheidung durch Scopolamin erhdht und die Assimilationskraft fiir 
Kohlenhydrat dabei herabgesetzt wurde. 


Die Resultate meiner Versuche mit Scopolamin sind in der 
Tabelle IX tibersichtlich zusammengestellt. 


TABELLE IX. 


§ 2 Zuckerausscheidungsschwelle % 
4.4% Ae ; Erhoéhung 
S| Klinische Scopolamin isa 
Fall “85 : u 4» | od. Ernied- 
#5 | Diagnose mg Pontrelle Nach der rouge 
es Injektion |} , "4. 
iw 0 durch die 
A Injektion 
Kea os 
Ee gree BF i Renate i 0.16 0.12-0.14 | 0.04-0.02 
S , 
[RSS 
II | 32 1j a 0.8-1.0 | 0.16-0.17 0.14 0.02-0.03 
°. . J 5 0.12-unter | 0.05-tiber 
oe Pg ‘ O.-1.0 | _ OAL 0.14 0.03 
ewe : 
LV | Sie; A 0.1-0.6 | 0.16-0.17 0.13 0.03-0.04 
Eo) 


ae) | ee 0.5 0.15 0.19 0.04 
i) 
K. U. / 
vi | 57. Lj : 0.3-0.4 | 0.12-0.13 0.15 0.03-0.02 
S 
M. A. , 3 gots 
VII |. 26 Lj 0.5-0.4 0.18 0.19-dartiber,0.01-dartiber 
2 
vc, 
vit | 43 Lj y 0.15-1.0| 0.14 0.13 0.01 
S 
W. Y. ; 
IX | 38 Lj “e | = Q2-0.4 | 0.17-0.18 | unter 0.17 | tiber 0.61 
S 
K. ¥, : 
x | 50 Lj Y 0.2-0.4| 0.14 0.16 0.02 
S 
M. N 
XI | 45 Uj G 0.2-0.4 | 0.20-0.21 0.17 0.03-0.04 
S 
van | 
XII | 45 Lj y 0.3 | 0.13-0.14 0.16 0.03-0.02 
S 


Wie die Tabelle zeigt, hat Scopolamin bei allen drei Kranken 
mit Parkinsonismus die Zuckeraussrheidungsschwelle herab- 
gesetzt und die Assimilationskraft fir Zucker dabei verstarkt: 
Beim Diabetiker war der Einfluss des Giftes nicht so einfach 
und je-nach den Fallen verschieden. In vielen Fallen (Fall 
5, 6, 7, 10 und 12) hat die Scopolamininjektion av.. den Schwel- 
lenwert erhdhend und bei anderen (Fall 4 und 11) dagegen 
erniedrigend eingewirkt. Es gibt auch Falle (Fall 8 und 9), 
wo das Gift in dieser Beziehung ganz oder fast ganz wirkungslos 
war. Was den Einfluss des Scopolamins auf die Zuckerassimila- 
tion betrifft, vermisst man in den meisten Fallen eine sichere 
Wirkung. Im Fall 10 ging die Erhéhung des Schwellenwertes 
mit der Verschlimmerung der Zuckerassimilation parallel. Aber 
ein solcher Parallelismus wurde in anderen Fallen vermisst. 
Beim Fall 5 wurde sogar die. Zuckerassimilation trotz der Er- 


héhung des Schwellenwertes nach der Scopolamininjektion 
gebessert gefunden. 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Beim Kaninchen fand ich, dass die Zuckerausschei- 
dungsschwelle durch Atropin in allen Fallen ohne Ausnahme 
erhéht wurde. Der Einfluss des Giftes auf die Zuckerassimila- 
tion war aber nicht deutlich. 

2. Bei drei Kranken mit Parkinsonismus fand ich in allen 
Fallen nach Scopolamininjektion eine Erhéhung des Schwellen- 
wertes und eine Besserung der Zuckerassimilation. 

3. Beim Diabetiker war der Einfluss des Scopolamins auf 
den Schwellenwert je nach den Fallen verschieden. In vielen 
Fallen wurde eine Erhéhung und in anderen eine Herabsetzung 
davon gesehen. Ein Parallelismus zwischen der Erhéhung des 
Schwellenwertes und der Verschlimmerung der Zuckerassimilation 
wurde hier in den meisten Fallen vermisst. 
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Belegetabelle 
Nahrung f= Blutzuckergehalt mg % Evo 
Datum] » i - a (Harnzucker %) i 
Selon| eo, | oe £5 
we Was eg |e 1a || ee) ae oh eng | 2 | a: sae ee 
ESE |S a ee 
Fall 1 
2. 117 iibe 
21.1v| 2 | 180 | 200| 0.5 | 5] 154 ie am ie ‘0.15 
91| 8 
a4iv| 7 | ” | 290/10] | m5 ie Guo) ras 0.12 
2 
2.Iv; 7 | 7 | 220/10] 4] 198) 148) 81 a ras 0.14 
71 145 157| 78 
og.Iv| 7 | 7 | 220 cy iaat | GS, FE cel vas 
73 135 79| 70 
o9.1v| 7 | 4% | 200 | 162 epee 8) 15 0.16 
| 
73 185 79| 75 
SO5LV | °7 @ | 200 (—) | 792 | (0.49) aan (0.33)| (—) 
78 140 93| 71 
av | 7 | 7 | 200 | 165 | cree) bh cd eas 0.16 
Fall 2 
73 121 106 | 107 | 
14.Iv| 2} 150] 200 aie Diemer ect aie 0.16 
16.1vV] “| 7” | 200] 03 sah 130 ans 129 a aa eee 
19.IvV| 7 | 7 | 915] 08 Ri 121 — 109 ome = 0-14 
O49) | F200 hic eee Eee ee 0.14 
28.IV] ” | 7% | 200 Vans ca ee ree 
rie 83. | ao | 156 114] 93 
29. IV Y 220 ( = ) 173 (Spur) 140 (—) (2 ) 0.17 
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Fall 3 
| 
25.V | 2 | 400 | 250 S| ut Soe eee 0.17 
Bree 1 tags \ze Vi9d | 20) 66 11 108 | 108 pag 
haw] 2] ae el ef 
9 ba Y y wo : 9 \unte 
ae ee eee) og) O14 


30. V d y \10| 73 | 144| 141 10 120 | 107 | 103 |unter 


(-) (0.32) (Spur)(Spur)) (—) | 0.14 
BiG, eH eae 7 8 oF) ecliea to ie es 
a | ae ee ad 85 | 170 Spar 151 (Spur) is 0.17 
Fall 4 
oma ; 
Patan Sp # “ E : Blutzuckergehalt mg % (Harnzucker %) 5x 
1926 |B 38 BF pet a2 eit Waa hae BBW ad ae 
== ron) tans mM 
5. VI| 18 s 144 (eer pols rae ha 0.17 
6. VI} 12 oe 140 te 161 | span es 0.16 
Savio te Aba 1 i 4 80 es 137 rates es 0.14 
10. VI} ” 0.1 | ek 119 Spar) 136 SprmlSper) 0.13 
are ac a | ey ies ee |. 138 Span) eae 0.13 
Be eer 1 061 72, Wl el inet es 0.14 
M4. VI 15 ents | ey ‘O13 
Seal) 60 see ete | eet OCR ureay est a 
tise Mle CB} wo] CS) a) A] O15 
myo | (Sle Sm SS) | oe 
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Fall 5 
150 154 }0187| 4231. yas 
ile Ais 35 ve 136 (=) 157 (Spur)(Spur)} (—) 
141 
19.v} 90 | 0.5 is 159 res 187 Spar) (ape) i} Ge 
F 137 178 183 | 152 0.19 
120] 103 
a4, ¥: | 180, | LO eae ee 
156 121} 123 as 
30. V | 100 roa ie are eee ir 
Fall 6 
N 8 = Blutzuckergehalt mg % (Harnzucker %) BS 
Datum |PE-3™ & Se 
Pegg 8 = 2 
1926 be P| § Vor | 1/2 | 1 1k 2 3 4 S 
Ad + io) 
107 126 | 110} 105 = 
15. V 15 ae Lied (Spur) 121 (Spur) C) 0 
wv} 25 | or) Cy] roe} CY} ror} Sy] 3 : 
ae ae a an ray (kag A et Bi OS 
aes ae gg hed tog et ae 110 aus ier 
2. Pe 0-8 ‘> —)| (— 
115 150} so, | 120] 118 ees 
7. V 90 aes 182] (99) 181 Spun — ae 
123 5 2 
23.V | 85 es 182) | DB! leeed 4) 0.13 
Fall 7 
8 183 161:| 151 
5. V | 15 = 165 | (| 185 gran) 0.18 
ge} og.) 96 153 | 137 iiber 
| aie | 0.6 eae) eon ea) ea 
10,.°0 | ago | Oa) A apy) age ee Spar) ee 0.19 
147 175 | 15 | 182] 162 Ghee 
LL | ted: | POk 0) oar | es enee hs 
139 171 161 | 141 | 
18..V | 15 (oy | 158) 64] 179 legheml co | a 
187 156| 149 
20..V | 120 Aig) 168 | 2) laze spun] Co) 


sss 
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Fall 8 
30. V | 220 (-)| 9 apne 187 |git?y (a3 A 
31.V | 220 oy 138 C3 | 128 ee ) (Spur) rae 
SVE] 210 | 0.15) (74) 164) (S| -182| Geshe col mer 
6. ; 93 131 S27 ek 20 unter 
VI| 210 | 1.0 S) 95 (Spun 187 ge) ) O48 
; 2 ; 130M 
11. VI} 215 | 28) spun) > kspan) C3 0.14 
Fall 9 
; “145 177 152| 141 
6. VI 
VI| 85 cy] 7) 31 168 Leper co) ee 
y A VEDIO 162 | 147 ; 
y 135 163 172 | -152 unter 
9. VI 0.4 | (=)] 140 (gpury} 27 | (0.36)! (0.34) 0.17 
unter 
2 187 - 160 153 | 140 0.17 
- 132 178 165 | 145 en 
14.. VI jc 158 (<4) 172) (-) | (-) vais 
Tat 25 | 182) <0 | 171) 162 
16. VI| 88 eet U8 liseey 18 beeen ic 0.18 
Fall 10 
7. VI| 65 ae 183 ee es (Spur) 5 0.14 
112 130 ee, | 1271) 120 
8. VI 6 (—) 122 =) mt (Spur)) (—) ; 
123 185| s7.| 162| 149 
10. VI} ” | 0.5 | (“)} 147} 4) | 173.) 0.43) (Spur) 
29 
i. vi} 80 | 0.4] CY} 285] (2) 168 fssiny) 
12. VI)” 0.4 ee 129 = 160 ae 0.16 
130 165 153 | 18 
eave 0.2 | (-)| 14 (spur) 19 |ispury (-) 
16. VI] 68 ay} 13 (| 28\spun ©) 0.14 
107 jem ag 120.) 118 
17. VI} 70 (4) 28 kspan) 5) | Sj 
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Halley 
Il. VI] 35 (25 | 198 goer) 2 kgorrispe co | 0 
12. VI} 35 08} | 197 Fr rae 9 
13. VI] 20 | 04 | | 163 Ad ly reid ks rage 
15. V1] 15 | 02 | 199] 167 co | 12 (Spur) i) 0.17 
20. VI} 30 (A) | 183 kgpur) 2 (gue 2% ae. 
21. VI} 30 a 193 (Sour) 210 (Spm) ral 2 
Fall 2 
16. VI| 75 ay] BS et (Span) = 0.14 
17. VI} ° 70 oN bs 137 (Seen) raat 0.13 
19. VI) 60 | 0.8 | CS} 120) 2%] 135 rea ak: Rares 
20. VI| 67 | 08] (12 iss (Spa) 182 a Ba 0.16 
a1. VI] 67 | os | US t ia (25 | 165 Poe ras: 0.16 
23. VI} 70 pe hae (Spe) 145 Soar Woes 0.18 
posed ee (| 345 | Ga) at (6.35)(Spur) 0.156 


UBER DEN EINFLUSS DES SCHILDDRUSENPRAPARATES 
AUF DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 


SHIN-ICHI KAWASHIMA. 


(Aus der Medizinischen Klinik von Prof. Ryokichi Inada, 
Universitat zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1927) 


Dass Hyperthyreoidismus sehr hiufig eine Verschlimmerung 
der Zuckerassimilation nach sich zieht, ist eine allbekannte 
Tatsache. Beim Diabetiker wird die Glykosurie durch Ver- 
abreichung von Schilddriisenpraparaten sehr hiufig verstiirkt. 
(v. Noorden u. eigene Erfahrung). Auch bei anderen Krank- 
heiten kann die Glykosurie dadurch erzeugt werden, wie ich 
selbst einigemal erfahren konnte. 

Obwohl Kuriyama am Tiere durch Schilddriisenfiitterung 
die Beeintrichtigung der Fahigkeit, aus parenteral verabreichter 
Glykose Glykogen zu bilden, beobachtete, so fand er doch die 
Assimilationsgrenze ftir Glukose unverindert. Dagegen glauben 
Cramer und Krause, dass die letztere etwas erniedrigt ist. 

Kuriyamas Befund deutet darauf hin, dass die Zucker- 
ausscheidungsschwelle dort erhdht ist. Weil viele Arbeiten in 
unserer Klinik dafiir sprechen, dass die Verschlimmerung der 
Zuckerassimilation gewohnlich eine Steigerung des Schwellen- 
wertes begleitet, so scheint es uns héchst wahrscheinlich, dass 
die Fiitterang der Schilddriisenpriparate auch cine Erhéhung 
der Schwelle verursacht und infolgedessen die Assimilations- 
grenze fiir Zucker trotz verminderter Assimilationskraft nur 
wenig beeinflusst wird. Um diese Vermutung zu bestitigen, 
und in diesem Falle den Grad der Becinflussung zu bestimmen, 
haben wir uns auf Veranlassung und unter der Leitung von 
Prof. R. Inada und K. Sakaguchi vorgenommen, den Einfluss 
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der Verabreichung von Schilddriisenpraparaten auf den Schwel- 
lenwert zu studieren. 

‘Bei unseren Untersuchungen gingen wir so vor, dass wir 
als Versuchspersonen in unserer Klinik aufgenommene nicht 
diabetische Kranke wahlten. An ihnen wurde zuerst der Schwel- 
lenwert fiir alimentaire Glykosurie bestimmt, indem eine passende 
Menge Glukose einer starkereichen Nahrung zugesetzt wurde, 
bis die Glykosurie in Spuren auftrat, der Blutzuckergehalt wurde 
dabei halbstiindlich serienartig untersucht. Dann wurde’ 0.3- 
0.4g Thyreoidin siccum tiglich verordnet, bis die Symptome 
von Hyperthyreoidismus (Pulsbeschleunigung, Fiebersteigerung, 
Kérpergewichtsabnahme, Polyurie, Zittern der Finger, Schwitzen, 
Appetitverlust, Diarrhée, Albuminurie, Vergrésserung und 
Druckempfindlichkeit der Schilddrise) im leichten Grade auftrat, 
um dann die Zuckerausscheidungsschwelle wieder zu bestimmen. 
Endlich wurde das Mittel ausgesetzt und nach dem Verschwin- 
den der Intoxikationserscheinungen der Schwellenwert noch 
einmal bestimmt. 


Fall. 1. 8S. N. 24 jéhriger Mann, Hirntumor. 58.55 kg. 


Nach der Bestimmung der Zuckerausscheidungsschwelle des Kranken 
wurde 0.3g Thyreoidin taéglich auf zweimal geteilt vom 26. bis 30. Oktober 
verabreicht. . 

Am 28. Oktober, also am dritten Thyreoidintage, beobachtet man schon 
eine Verschlimmerung der Assimilationskraft fiir Zucker, so dass hier bei 
gleichgrosser Kohlenhydratzufuhr eine stairkere Hyperglykimie zutage kam als 
frither. Da die Zuckerausscheidungsschwelle aber zugleich dementsprechend 
anstieg, so blieb die Assimilationsgrenze fiir Kohlenhydrat in beiden Versuchs- 
perioden ganz gleich, wie aus der Belegetabelle leicht ersichtlich ist. Am 5 
Thyreoidintage (30. Okt.) traten schon deutliche Intoxikationserscheinungen, 
wie Tachykardie, Palpitation, allgemeine Mattigkeit, Schwitzen, und leichte 
Korpergewichtsabnahme (ca. 1 kg) auf. Nun wurde das Mittel ausgesetzt, und 
am ftinften Tage (5. November) kehrte die Zuckerassimilationskraft wie die 
Zuckerausscheidungsschwelle zum normalen Werte zuriick. Einzelne Daten 
sind in der Belegetabelle wiedergegeben. 

Wie die Belegetabelle zeigt, betrug der Schwellenwert in thy reoidinfreien 
Perioden 0.13-0.159% und an Thyreoidintagen 0.17-0.18%. Wie oben schon 
erwahnt, ist die Herabsetzung der Assimilationskraft fiir Kohlenhydrat auch in 
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diesem Fall mit der Erhdhung des Schwellenwerts Hand in Hand gegangen. 


Fall 2. S. N. 82 jéhriger Mann. Hirntumor. 45 kg. 


Thyreoidin. wurde dem Kranken yom ll. bis 16. Oktober taglich 0.3¢ 
verabreicht. Obwohl die Intoxikationserscheinungen, wie Zunahme der Puls- 
zahl (von 75 auf 105), leichte Temperatursteigerung, Schweisssekretion und 
Appetitverlust zum Vorschein kamen, so blieben doch sowohl die Assimilations- 
kraft fir Kohlenhydrat als auch der Schwellenwert unverdndert. 


Fall 3. J. K. 48 jéhrige Frau. Hirntumor. 49,2 kg. 


Thyreoidin wurde vom 19. bis 25. Oktober fortgesetzt verordnet. Am drit- 
ten Tage trat schan eine Pulsbeschleunigung auf und am 5ten kamen verschie- 
dene Vergiftungserscheinungen, wie Fieber (37,5°), Schwitzen, allzemeine Mat- 
tigkeit, Korpergewichtsabnahme etc, zum Vorschein. 

Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich ist, betrug der Schwellenwert in der 
Vorperiode 0.149% und_in der Thyreoidinperiode 0.18%. Neun Tage nach dem 
Aussetzen des Mittels erniedrigte er sich bis etwa 0.16%. 


Fall 4, T. 8. 24 jéhriger Mann. Parkinsonismus. 51.9 kg. 
6-17. Dezember taglich 0,3 g Thyreoidin. 


In diesem Fall wurde das Thyreoidin relativ lange fortgesetzt, weil die 
toxischen Symptome erst spat in einem geringeren Grade in die Erscheinung 
traten. Als dic Koérpertemperatur etwas anstieg und sowohl] Andeutung von 
Tremor als auch Neigung zffr Pulsbeschleunigung beobachtet wurde, fingen wir 
dis Untersuchung mit Thyreoidin an. 

In der Thyreoidinperiode war der Schwellenwert etwas erhdéht und die 
Assimilationskraft ftir Kohlenhydrat dementsprechend etwas herabgesetzt. 


Fall &. 8S. 8. 20 jdéhriger Mann. Nackenmuskelkrampf. 50,5 kg. 
12-25. Oktober taglich 0,3 g Thyreoidin. 


Bei diesem Kranken waren die Intoxikationserscheinungen ziemlich stark. 
Am dritten Thyreoidintage traten eine leichte Pulsbeschleunigung und Tem- 
peratursteigerung, am vierten Schwitzen und Polyurie auf, und bis zum zehnten 
Tage ging das Kérpergewicht um etwa 3kg zurtick. Ab und zu klagte der 
Kranke tiber Kopfschmerzen und allgemeine Mattigkeit. Zugleich neigte er 
zur Diarrhée. Albuminurie wurde aber vermisst. 

Der Schwellenwert war vor dem Thyreoidingebrauch wie nach dem Aus- 
setzen des Mittels etwa 0.15%, wahrend er in der Thyreoidinperiode 0.17-0.199% 
betrug. In diesem Fall beobachtet man, dass die Assimilationskraft fiir Kohlen- 
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hydrat mit dem Fortsetzen des Thyreoidins allmahlich abnimmt und der 
Schwellenwert zugleich ansteigt (von 0.179 bis auf 0.199% oder noch dariiber). 
Was die Toleranzgrenze fiir Kohlenhydrat anbetrifft, war sie am 19. Novem- 
ber (8. Thyreoidintag) noch ungefahr gleich wie vor dem:-Thyreoidingebrauch, 
weil hier die Verschlimmerung der Assimilationskraft durch die Erhdhung des 
Schyrellenwertes verdeckt war. Im weiteren Verlaufe wurde die letztere aber 
durch die erstere iibertroffen, so dass eine Herabsetzung der Toleranzgrenze 
zustande kam und bei einer kleinen Kohlenhydratzufuhr eine deutlichere 
Glykosurie in die Erscheinung trat als in thyreoidinfreien Perioden. 


Fall 6. K. K. 20 jéhrige Frau. Parkinsonismus. 44,6 kg. 
10-20. Dezember tadglich 0.3 g Thyreoidin. 


Am 14. Dezember (5. Thyreoidintag) traten eine leichte Pulsvermehrung, 
Andeutung von Tremor und Schwitzen auf. 

Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass der Schwellenwert durch 
die Thyreoidinzufuhr erhdht und die Assimilationskraft fiir Kohlenhydrat 
herabgesetzt wurde. 


Fall}. R. T. 19 jéhriger Mann. Genuine Epilepsie. 53,5 kg. 
19. Jan.—2. Fb. 0.6g Thyreoidin auf 3 mal geteilt gegeben. 


Obwohl in diesem Fall leichte Intoxikationserscheinungen, wie leichte 
Fiebersteigerung, allgemeine Mattigkeit, Andeutung von Pulsbeschleunigung, 
Spur Eiweiss im Harn, auftraten, so wurde doch eine deutliche Verdanderung 
der Assimilationskraft fiir Kohlenhydrat und dor Zuckerausscheidungsschwelle 
dabei vermisst. 


Fall & RR. 8. 28 jéthrige Frau. Parkinsonismus. 41,4 kg. 


17-25. Dezember taglich 0.3 g Thyreoidin. 


Als Intoxikationserscheinungen wurden hier Tremor, Schwitzen, und 
Korpergewichtsabnahme sowie Andeutung von Temperatursteigerung und 
Pulsvermehrung beobachtet. 


Wie dic Tabelle zeigt, betrug der Schwellenwert in thyreoidinfreier Zeit 
etwa 0.1796 und beim Thyreodingebrauch etwa 0.21%. 


Fall 9. T. Y. 24 jahriger Mann. Heine-Medinsche Krankheit. 
12-19. Februar tiiglich 0.4g Thyreoidin auf 3 mal geteilt gegeben. 


Seit 19. Februar (dritter Thyreoidintag) traten die Intoxikationserchein- 
ungen auf, um spiter stiirker zu werden. Als solche Symptome wurden 
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Pulsbeschleunigung, Fiebersteigérung, leichtes Schwitzen, Tremor, all!gemeine 
Mattigkeit, Kérpergewichtsabnahme und ganz leichte Albuminurie beobachtet. 
Der normale Schwellenwert des Kranken war 0.14%. Er stieg nach dem 
Thyreoidingebrauch allmahllich an, so dass er am 16. Februar noch unter 0.16% 

blieb, wahrend er spater als tiber 0.18596 geschdtzt werden musste. 
In folgender Tabelle geben wir unsere Untersuchungsre- 


sultate kurz und ibersichtlich zusammengesiellt wieder. 


TABELLE I. 
Schwellenwert 
Fall Thyreoidinperiode 
hereon. en ett a | peers maximale 
gebrauch abeie oe Loge des Mittels| Steigerung 
i 0.13 0.17 0.18 0.15 0.05 
II 0.14 0.14 0.14 0.14 0.00 
lil 0.14 0.18 0,18 0.15 0.05 
IV 0.18 0.21 0.21 0.03 
Vi 0.14 0.17 0.20 0.15 0.06 
VI 0.16 0.20 0.04 
VII 0.14 0.15. 0.00 
Vill 0.17 0.21 0.19 0.17 0.04 
IX 0.14 0.16 0.185 0.05 


Aus der Tabelle kann man ersehen, dass Thyreoidinzufuhr 
in den meisten Fallen eine Steigerung der Zuckerausscheidungs- 
schwelle verursacht, welche mit dem Fortsetzen des Mittels 
haufig stirker wird. Wie es an einzelnen Fallen geschildert 
wurde, haben wir bei der Erhéhung des Schwellenwertes ge- 
wohnlich eine Verschschlimmerung der Assimilationskraft fiir 
Zucker gesehen. Infolgedessen zeigt die Toleranzgrenze fiir 
Kohlenhydrat trotz verminderter Assimilationsfihigkeit keine 
auffallende Herabsetzung. Nach dem Befunde bei Fall 5 scheint 
die Zuckerassimilation bei stiirkerer Intoxikation in héherem 
Grade beeintrichtigt zu werden als der Schwellenwert dement- 
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sprechend ansteigt, so dass die Abnahme der Toleranz fiir Zucker 
stirker wird. Aus dieser Tatsache kann man es leicht verstehen, 
dass einige Autoren beim Gebrauch von Schilddriisenpraparaten 
eine Herabsetzung der Assimilationsgrenze fiir Zucker ganz 
vermissten, wahrend andere eine solche nur im geringeren Grade 
beobachteten. 
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BELEGETABELLE 
2 Kekieshvimt Blutzuckergehalt mg %% yo 
ne af y (Harnzucker 9%) ae 
1925 & | Gekoch- |Trauben- ES 
P44 |ter Reis | zucker | Vor | 4 | Ten ate 5 3 5 - 
g g 
Fall 1 
' 2 
4X |b. | 250 Foye ye Se (uae oo ett (eel aie ty eon 
a As 84) | 199 | 128" || 114 | 102) 100 5 
‘a oS o “v0 
2 ee ee 200 170 (a5 SS (Spur) |(Spur' 
ial o | 147] 178 | 197| 126 | 133 |, .- 
8X | | 250 Ne fli rca Mal nag neg 
ci 2 3 5 2 ‘iber 
sh] | oo | sro | | 2] 8 | | ie | 
gk a 92 162 | 288) | 159 129) 124 Q 
30. X | # 300 190 |) is) (Spur)! (_) | 2-18 
Se er rows 
OD 2 om ‘ 
Gel o 96 152 140 | 180 | 945 
De OXtE ek 300 190 ie} | 146 (0.3) 143 (Spur)| (—) 0.15 
Fall, 2 
| 9 9 9» ef 
10. |B | 250 120 | ee 126 | seat o Be ass 
eis 103 | 144] 185 | 128] 115 94 CQ. 
12. X 25 250 130 (5 (Spur) (Spur)} (—) | 0.14 
Fa 99 | 1382 | 146 | 145 | 186 | 106 
1X | 3" | 250 TAD | Coy byO.8} (0.35) (Spur) 
101 134 | 137 134 | 128 127 
= Oo is 102 | 142] 130 | 104] 104 | 110 F 
16. X ge cial 130 (=) Spur) (Spur)) (—) 
-ig2e + 97 147 | 142 52°} 119 98 ; 
21. X SBS 250 130 (—) (Spur) (Spur) (Spur) 0.14 
isa 


368 S. Kawashima : 
Fall 3 
dine P 70 | 137| 142 | 131 | 123 | 116 
15. KX) oO 89 te | (yj (Spur) ou (0,24) (Spar) 
- | as 91 | 145 | 12 1 
16. X 23 89 110 ) : Spa i Sp a) Ri 22) 0.14 
gig =~ 1 = “ 1 
oie xeaers 89 70 ra (0.23)| (Spur) |(Spur) 
- | be aa 91 | 188| 122 | 153} 114 | 103 
a ee ae 0.21) {Spur (0-18)| ‘—) | 9 49 
ee nes a 2 96 | 188 | 165 | 120| 111 | 86 | -° 
Et et ‘gx aS a (—) (Spur) (—) | (—) 
28 . 105 | 157 | 148 | 148 
29 5 5 | 15 1i8 | 94 
ri @ I Bes 89 0 1.5 (0.19) (—) | (=) | 9-16 
5 
Fall 4 
Benes ; a 94 | 187| 145 | 118] 112] 91 
25. XT Ep 390 139 O . ) ees (Spa 1)| 0-18 
3 2 2| 120 | 121] 151 | 1 
4. XII} 5 : 300 130 -) ¥ ect (0.25) (Spuri} 9-26 
ay | a8 3 0} 1 164 | 130] 106 | 100 
6. XII| = 300 a bene eS (Spur)| (0.28) | 9-28 
o xX eS ° 103 | 212 | 188 | 154| 137 | 101 
ee : 240 | 215 | 200 
eect oP © Lillie 105 ) 0.5) |. | G0) kSpnr) 
= F 107 | 167 | 203 | 161 | 159 | 130 | tiber 
: 30 2 
ie XH) a : gs b=} (—) | (~) | 0.20 
Fall 5 
sp | ws 2 : 90 | 153] 147 | 140 | 104 | 103 
2. xt Ee = 2 | 142] 145 | 135] 136 | 114 
ALAS tay ee (0.27) (0.29) {Spur} 0.14 
ee as 97 | 170| 164 | 168] 156 | 146 
Be 2 = Cc) (—) (Spur )\(Spur ) O.4¢ 
1.xr|Be Ane os 97 | 153 | 189 | 150) 126 | 120 | 449 
#8 (—) 1) (0.27) (Spur)} ~* 
95. KT | ae 300 0 83 195°) 218, | 170'} 142 120 junter 
(=) (0.5) }(0.35) (Spur), 0.21 
4, XII 28 El 599 105 85 | 148) 145 | 137 on 105 ; r 
ses) ° aa to (Spur) (Spur (—) | O18 
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Fall 6 
ae uJ A 4 
Sas (=) b=) (~) |(0.20)] 9 16 
9. XII oH 300 100 99° 1669) 139!) 5) 15387125 | 1s ; 
di (=) {=} (—) | (0.19) 
4 1O1 | 152} 205 | 1914-198 | 111 
z ao ; 73 2 | 222) 2 1 unter 
21, XIT +8 300 105 cc) “ oe ss (Spur )(Spur)| 0.42 
(Se LOM) 174 S182" A853). 157. 107 | iiber 
23. XT 300 80 (=) eS (1 yey hous 
Fall 7 
a : 99 | 140] 124 | 124} 112 | 98 | iiber 
19. I ae 250 160 -) ; (2 eS () | ©) | old 
sa = = 103 | 1 12: 112 101 
423 ; 
20: 1 os 250 165 {=} (—) (Spur) (=) 0.14 
at 1s 950 175 99 | 161) 127 | 127] 145 | 121 |unter. 
AUe 2 AD Be —) (Spur) (0.45) |(Spur )| 0.16 
' ape 97 DFd) ls ADS 135 | 130 | 104 |unter 
30. I Bs = ean (0.55) (Spur)|(Spur)) 0.12 
z = rm Si AGI 135 187 | 126 a e120 
ee 2 S| 250 150 | (“) aan (0.28) (Spur) 0.16 
a = 96 140 | 151 | 184) 112 | 104 | ther 
2, II 250 7 | Cy (ey (—) |) [0.15 
Fall 8 
18 x 91 1637) 125 |} 108 | LOL 96 
e 2 bs mm 3 (—) (—) (Spur)} (0.2) | 9 47 
05 |CH Sl 399 80 98 | 184| 150 | 103] 98 TS ae 
= * 2 (=) | (—) (0.22) | (0.18) |___ 
= s 
é Ea 95 | 214] 174 | 116] 120 | 101 
Soe he 12 (-) (—) |Spur)| °-?4 
aa = 100) | £93:)- 183) | 125) 110 | 107 | uber 
26 ge 300 peat & (i (—) | (—) | 0.19 
o§ o OY 
fog : 98 | 174| 134 | 123] 126 | 12 
= E 
Fall 9 
Fo 
| o 82 129 | 140 | 13 121 115 
U1. I BES 270 170 i} (0.22) (Spur )(Spur)} 9 14 
oe 9% oh 9 | 95 ¢ 5 
1.10 [°' 2! 970 Tg A ae a Maat oa pe 
| a 
: o> Sa ee cee 99 | 160/ 125 | 121; 1 118 | unter 
16. II Be 70 150 ay (0.3) | Spurl (=) | O16 
q ake) a7 97 86 | 168] 138 | 148} 151 | 104 | 9 10 
Lfeet | 2s 210 in ia, Spur) Ai eS iy aaa 0,16 
| rata 125 77] 143 te ye 
ec 240 an ; ; 
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UBER DEN EINFLUSS DER OVARIOTOMIE AUF 
DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCHWELLE. 


Von 
SHIN-ICHI KAWASHIMA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dr. R. Inada, 
Universitat zu Tokyo). 


(Eingegangen am 21. Januar i927.) 


Bei der Schwangerschaft ist die Zuckerausscheidungsschwelle 
bekanntlich deutlich herabgesetzt, worauf hiiufiges Auftreten der 
renalen Glykosurie hindeutet, was auch von Nakayama in 
unserer Klinik zahlenmissig festgestellt wurde. Weil aber bei der 
Graviditiit ausser dem Ovarium noch andere endokrine Driisen ihre 
Funktionen verindern, so kann man nicht ohne weiteres schlies- 
sen, dass das Ovarium direkt den Schwellenwert beeinflusst ; 
die Versuche von Kitistner scheinen jedoch dafiir zu sprechen. 
Ir fand nimlich beim Kaninchenversuch, dass die Schwan- 
gerschaftselykosurie nach der Entfernung der Ovarien deut- 
lich rascher aufhért als nach der Unterbrechung der Schwanger- 
schaft, und dass die Transplantation von Ovarien gravider Tiere 
am nicht-trichtigen Tiere eine renale Glykosurie, verursacht. 
In neuerer Zeit herrscht die Ansicht, dass die inkretorische 
Funktion der Ovarien bei der Schwangerschaft erhéht ist (Weil, 
Zondeck). Bei solcher Sachlage liegt der Gedanke nahe, dass 
die Ovariotomie auch beim Nichtschwangeren eine Steigerung 
der Zuckerausscheidungsschwelle nach sich zieht. Tsubura 
hat aber mitgeteilt, dass er an Kaninchen nach der Ovariotomie 
eine Herabsetzung des Schwellenwertes beobachtete. Hier ist 
auch die allbekannte Tatsache-zu beriicksichtigen, dass Ovarium 
und Thyreoidea in einem innigen Zusammenhang stehen, so 
dass nach der Ovariotomie eine funktionelle sowie morpholo- 
gische Veriinderung der Schilddriisen auftritt. In vorangehender 
Arbeit habe ich festgestellt, dass die Verabreichung von Thy- 
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reoidin beim Menschen eine deutliche Steigerung der Zucker- 
ausscheidungsschwelle verursacht. Alle diese Tatsachen machen 
den Gedanken wahrscheinlich, dass das Ovarium auf den Schwel- 
lenwert irgend einen Einfluss ausiibt. Diese Verhiiltnisse klar 
zu machen, habe ich auf Veranlassung und unter der Leitung 
von Prof. R. Inada u. K. Sakaguchi folgende Versuche 
gemacht. 

Bei meiner Untersuchung ging ich so vor, dass ich an 
nichttriichtigen Hunden nach 16-24 stiindiger I’rist eine kérper- 
warme 30 prozentige Traubenzuckerlésung mit einem Gummi- 
schlauch direkt in den Magen cinfiihrte und dann halbstiindlich 
drei Stunden lang den Blutzuckergehalt serienartig untersuchte, 
indem der Harn dabei stiindlich katheterisiert, die Zuckerreak- 
tion geprift und bei positivem Ausfall seine Reduktionskraft 
bestimmt wurde. Unter Veriinderung der zugeftihrten Zucker- 
menge wurden die Versuche so vielmal wiederholt, bis die Gly- 
kosurie einigemal nur in Spuren auftrat, um die Zuckeraus- 
scheidungsschwelle dadurch genau zu bestimmen. 

Dann wurde die beiderseitige Ovariotomie ausgeftihrt. Nach- 
dem sich die Tiere von der Operation gut erholt hatten, wurde 
die Schwellenbestimmung wieder in gleicher Weise ausgefiihrt. 
Weil bei diesen Versuchen die dargereichte Zuckermenge vor wie 
nach der Ovariotomie ungefiihr gleich gross war, so kann man 
aus der Stiirke der alimentiiren Hyperglykiimie ohne weiteres 
erkennen, wie die Assimilationskraft fiir Zucker durch diese 
Operation beeinflusst wurde. 
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Versuch Nr. I. Hund Nr. 1, 21 kg. 
Ejnzelne Daten der Untersuchungsresultate sind auf der Tabelle wiedergegeben. 


TABELLE I. 

Datum |ZUcker-| Ovarioto-| Blutzuckergehalt mg °¢ (Harnzucker %) | Sch- 
menge mie wellen- 

1926 g (16/VI) | Vor} 1/2 1 13 2 3 | wert 

WL, Wer) wor | | tt ce oe a es 0.11 
s - 92 114 108 97.5} 103 80 unter 

sv 1 BS hia (—) (Spur) (0.5) |(Spur)} 0.11 
ow E 90 111 | *106 98 93 86 unter 

12/VI eS oe (—) (Spur) (Spur); (Spur)| 0.11 

ea 9 Tage | 95 | 103 | 105 | 94 | 106 | 90 | 

25/VI | 65 nach | (—) (0.33) (0.3) | (0.35) | 10 
. 38 Tage | 81 | 113 | 115 | 108 | 114 | 82 | unter 

14/VII| 65 nach | (—) (0.38) (0.49) | (Spur)! 0.11 
“ 47 Tage | 92 120 105 | 109 117 90 unter 

2/V UI 60 nach (—) (Spur) i (Spur)! (0.25) 0.12 


Aus der Tabelle kann man leicht ersehen, dass der Schwel- 
lenwert wie die Assimilationskraft fiir Zucker durch die Ovarioto- 
mie gar nicht beeinflusst wurde. 


Versuch I. Hund Nr. 2, 21 kg. 
TABELLE II. 


Zucker-| Ovarioto-| Blutzuckergehalt mg 9 (Harnzucker % Sch- 
Datum menge mie _ et j & wellen- 
1926 g (16/VI) Vor | 1/2 1 13 2 i 3 wert 
ets 4 Le $1 116 11S 108 TS} 69 
3/VI 62 vor ex (Spur) (Spur) (-) 0.11 
ee OP 118 114 iD Ez; 111 98.5 unter 
ae OED ee eS (0.38) | (Spur)| 0.118 
a Lana ee i ein wenig 
ear 2 Tage 98 164 160 160 te 96 ie 
18'V'1 60 nach (=) (Spur) (0.35) | (—) ee 
One re 9 Tage | 92 | 108] 101 934) 107 aly 8 510 
23/V1 09 nach (-) (—) (Spur) | (0.32) ue 
ir 20 Tage fate) eye ilzs 120 115 103 NER) 
ery oa nach (3 (Spur) (Spur) | (Spur) TA 
Xr on °8 Tage | S6 126 139 ay 108 | 9s 13 
ee | ance | {-) =) (Spur), (—) | ™ 
. . 46 Tage | S6 | 150 [2G relemile LO st 00 iiber 
1/VIII 60 Och (ay (eye | (—) | (Spur) O18 
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Der Schwellenwert des Hundes betrug vor der Operation 
0.11 %. Obwohl die Schwelle am dritten Tage nach der Ovarioto- 
mie deutlich erhdht (ein wenig unter 0.16) gefunden wurde, so 
muss man doch hier in Rechnung nehmen,: dass eine solche 
Erhéhung des Schwellenwertes sehr haufig in wenigen Tagen 
nach einer etwas eingreifenden Operation auch sonst vorkommt, 
wenn die Assimilationskraft fiir Zucker dabei geschadigt ist, 
wie es hier der Fall ist. In tibrigen Versuchen schwankte die 
Schwelle nach der Exstirpation der Ovarien zwischen 0.10 und 
tiber 0.13%. 

Die Ausschaltung der Ovarialfunktion hat also bei diesern 
Tiere den Schwellenwert gar nicht herabgesetzt. Eher gibt es 
in spiteren Tagen umgekehrt eine Neigung zur Erhéhung. 


Versuch III. Hund Nr. 3, 20.5 ke. 
TABBLGE, JET. 


Datum |ZUcker-| Ovarioto’| Blutzuckergehalt mg % (Harnzucker %) | Sch- 
menge mie wellen- 
1926 g (27/VI) | Vor | 1/2 1 13 2 3S wert 
frye Rs eg | 146 | 141 | 111 | 125 | 98 , 
: ia es (0.3) |(Spur)| O14 
14/VI Bh ‘ 82 121 130 121 108 98° 
/ 50 vor (—) 1 (=) (0.23) | (—) 0.13 
a 90 | 118 | 140 | 113] 98 | 78 
(VI 60 vor ee (=) (0.18) | (—) 0.14 
Sev oe ; 90 | 106 | 115 | 119 | 129 | 118 | unter 
= a0 vor “(—) 1 Gpee) (0.43) | (Spur)| 0.129 
Fee 85 | 138 | 99 | 108 | 112 | 106 
/ 65 vor te (0.3) ate re 0.13 
evi | ¢ | 5 Tage | 89 | 141 | 139 | 118} 99 | 91 | unter 
nach (—) (0.35) ©) (—) 0.14 
vivir | gg | 10 Tage | 90 | 137 | 110 | 136 | 124 | 103 
nach '| (—) (0.3) (0.31) | (0.28) | 9-18 
ava 17 Tage | 93 | 133 | 148 | 120 | 138 | 12 
REM AT | © OR Wea oe (=) 0.3) | () | O14 
evitt} 6g | 36 Tage| 86 | 123 | 184 | 126 | 119 | 98 


nach (—) Cc) (0.38) | (—) Me: 
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Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich ist, hat die Operation 
auch bei diesem Fall den Schwellenwert gar nicht merklich 
beeinflusst. 


Versuch IV. Hund Nr. 4, 12.5kg. Ovariotomie 28. Juni. 
TABELLE Iv. 
————————————— eS —— ee 


Datum |Zu¢ker- | Ovarioto-| Blutzuckergehalt mg % (Harnzucker %) | Sch- 
menge mie 


wellen- 
eee g (28/VI) | Vor | 1/2 1 13 2 3 wert 
i : 98 | 188- 148 1-148 | 195 | 97. | unter 
ss dan Rs Og (=) (Spur) (0.55) | (2) td 
S 88 ali i? 129 113 120 100 unter 
eA aa issn ie Oa (—) (0.38) | (0.38) | 0.12 
: 93 | 129 | 123 | 90 | 85 93 | unter 
28[VI} 29 VE Sy (Spur) (0.38) | (—) | 0.12 


nach (—) (—) (Spur)} (—) 

10 Tage 82 116 133 96 79 82 , 

8/VIL | 30 PIG ee (0.25) (028) | aie | 70 
16 Tage | 80 | 116 | 100 | 95 | 99 | 87 

W4/VIE} 29 st ae a se Te ait 


' 24 Tage | 86 | 137 128 | 110 90 83 uber 
BNA BO Cnn. |\() =) (—) | (-) | 0.137 


bs 35 Tage | 78 | 140 | 124 | 100] 86 | 78 | iiber 
2/VIIl| 30 nach | (—) (a) oe ioe 0.14 


Im ersten Stadium (zwei Wochen) nach der Operation betrug 
die Zuckerausscheidungsschwelle 0.10 bis 0.13 % und in einem 
spiteren (nach drei Wochen) tiber 0.14%. Ob die Erhéhung 
des Schwellenwertes im letzten Stadium irgend eine besondere 
Bedeutung hat oder nur eine zufillige Schwankung darstellt, 
kann ich vorliufig nicht entscheiden, weil die Schwelle auch 
vor der Operation eine deutliche Variation (0.12-0.14) zeigte. 
Weil bei diesem Hunde in allen Versuchen fast eine gleiche 
Menge Zucker dargereicht wurde, so kann man aus der Tabelle 
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ganz gut ersehen, dass der Schwellenwert mit der Assimilations- 
kraft fiir Zucker in innigster Beziehung steht, so dass die 
Schwankungen von beiden fast immer Hand in Hand gehen. 


Versuch V. Hund Nr. 5, 12kg. 


TABELLE V. 

Zucker-| Ovarioto-| Blutzuckergehalt mg % (Harnzucker % Sch- 

Datum |"), enge mie ‘ wellen- 
1926 g¢ |(am28/VI)| Vor | 1/2 1 3 2 3 wert 
: 98 121 125 123 88 100 unter 
BANE Naess ROPE fie (0.32) (0.4) | (0.2) | 0.12 
E 92 17 13 Les 87 91 ° 
24/VI 25 vor er (0.26) (0.3) | (—) 0.18 

2 4 oo 147 108 98 91 83 
27/V1 23 vor ey (0.25) (0.23) | (—) 0.14 
ae ~ | 4 Tage | 90 | 157 | 108 | 97 | 96 | 80 | : 
DOES 2 ftir beta) (0.27) Py | 026] ae 
inva or LO2Tage | 92 1388 13 128 838 99 ° 
2/V1T ox nach (-) (—) (Spur)| (—) | — 
10 Tage 93 115 125 118 104 93 | 
g/VIII| 2 ge| 93 | ae 
ryt | : nach | (—) (—) (0.3) | (—) | ea 


Die Zuckerausscheidungsschwelle schwankte bei diesem Tiere 
vor der Ovariotomie zwischen 0.12 und 0.14 %; nach der Ope- 
ration zwischen 0.12 und 0.15 % Die Schwelle blieb also 
auch hier unveriindert. 


Versuch VI. Hund Nr. 6. 
TABELLE YI. 


Datum |Zucker-} Ovarioto- | Blutzuckergehalt mg 9% (Harnzucker 9%) Sch- 
menge mie wellen- 
1926 g  |(am28/VI)) Vor | 1/2 1 ig 2 S wert 
25/VI 50 rs tS 0 je 2 be fs C0 94 94 8u 
i re tes) (-) (o.21) | (—) | Ot 
81 136 —|__ 126 94 84 unter 
(23 (0.35) (—) | (0.2 0.18 


1/VI 2 5. Tage 80 119 110 106 94 83 unter 
PVA = nach (-) (0.2 (0.4) | (=) 0.11 
sivIL| 48 Zo. Tager eS lee (17m mala al saan 108 

nach (=) (=) (0.36) | (0.3 


unter 
0.157 
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Auch in diesem Fall hat die Operation den Schwellenwert 
nicht beeinfiusst. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


An 6 Hunden habe ich beiderseitige Ovariotomie ausgefiihrt 
und danach einige Monate lang beobachtet, ob die Zuckerausschei- 
dungsschwelle und die Zuckerassimilation dadurch irgend eine 
Veranderung erfahren. Kurz nach der Operation habe ich an 
einem Fall (Versuch V) eine deutliche Steigerung der Zucker- 
ausscheidungsschwelle und zugleich eine Herabsetzung der Zuck- 
erassimilation gesehen. Diese Erscheinung will ich aber nicht 
auf den Ausfall der Ovarialfunktion zurtickfiihren, weil eine 
solche Erscheinung in hiesiger Klinik auch bei sonstigen ein- 
greifenden Operationen nicht selten gesehen wurde. In tibrigen 
Fallen wurden die Zuckerassimilation und der Schwellenwert 
fast gleich gefunden. MHieraus muss ich den Schluss ziehen, 
dass einfacher Ausfall der Ovarialfunktionen wenigstens bei 
nichttrichtigen Hunden keinen sichtbaren Einfluss auf die 
Zuckerausscheidungsschwelle und auf die Zuckerassimilation 
ausiibt. 

Aber dass der Schwel’enwert oft (Versuch II u. IV) im 
spiiteren Stadium nach der Ovariotomie eher einc Neigung zur 
Erhéhung zeigt, scheint mir von gewissem Interesse zu sein, 
weil ich bei Kastration des Hodens hiiufig eine soleche Erschein- 
ung keobachtete, wie demniichst in einer weiteren Arbeit mit- 
geteilt werden soll. 
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UBER DEN EINFLUSS DER KASTRATION DES HODENS 
AUF DIE ZUCKERAUSSCHEIDUNGSSCH WELLE. 


Von 


SHIN-ICHI KAWASHIMA. 


(Aus der medizinischen Klinik von Prof. Dre Ryokichi 
Inada, Universitdét zu Tokyo) 


(Hingegangen am 21. Januar 1927.) 


Bis jetzt wurde der Einfluss des Hodens auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel nur wenig studiert. In jiingster Zeit hat Kylin 
am Kaninchen gefunden, dass Kastration eine Erhéhung des 
Blutzuckers nach sich zieht. Tsubura hat auch am Kaninchen 
beobachtet, dass Kastration eine Verschlimmerung der Zucker- 
assimilation und eine Erniedrigung der Zuckerausscheidungs- 
schwelle verursacht. Weil viele Arbeiten in hiesiger Klinik 
dafiir sprechen, dass die Verschlimmerung der Zuckerassimila- 
tion fast immer mit der Erhéhung der Zuckerausscheidungs- 
schwelle Hand in Hand geht, so wollte ich feststellen, ob die 
Kastration einen Sonderfall darstellt. Was das Ovarium anbe- 
trifft, konnte ich, wie es in einer vorangehenden Arbeit mitge- 
teilt wurde, die Angabe der dort erwiihnten Autoren nicht 
bestitigen. Ausgenommen den Einfluss eines unspezifischen 
Operationseingriffes habe ich keine nennenswerte Verinderung 
der Zuckerassimilationskraft wie der Zuckerausscheidungsschwelle 
gesehen. In vorliegender Arbeit habe ich mich auf Veranlas- 
sung und unter der Leitung von Prof. R. Inada und k. Saka- 
guchi mit der Kastration des Hodens beschiiftigt. 

Bei meiner Untersuchung ging ich so vor, dass ich an 
demselben Kaninchen vor und nach der Kastrstion die Axssimi- 
lationskraft fiir Zucker und die Zuckerausscheidungsschwelle 
bestimmte, weil sie bekanntlich individuell eine ziemlich starke 
Schwankung zeigen. Nach Shim soll der Schwellenwert bei 
peroraler Zuckerzufuhr sich schwer scharf bestimmen lassen. 


a 
ict 
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Ich habe also nach dem Gedanken von Prof. Nagayama in der 
Jikei-Univerzitaét eine kérperwarm gehaltene 5 Proz. Lésung von 
chemisch reinem Traubenzucker dem 24 Stunden lang fastenden 
Kaninchen intraperitoneal eingefiihrt und dabei die Blutzu- 
ckerveriinderung wie den Harnzucker serienartig untersucht. 
Weil die intraperitoneale Zuckerzufuhr nicht ganz reaktionslos 
war, so habe ich die Versuche nicht an hintereinander folgenden 
Tagen ausgefiihrt, sondern zwischen die einzelnen Versuche 
ein Intervall von wiber einen Tag eingeschaltet, um irgend 
einen. Einfluss des Vorangegangenen Versuches zu vermeiden. 

Bei solehem Verfahren beobachtet man dass der Scliwellen- 
wert am Anfang hiaufig niedriger als im weiteren Verlaufe 
ausfallt. Wenn der Versuch aber einigemal wiederholt wird, 
so zeigt er spiter einen fast konstanten Wert. Unter einem 
solechen Umstande wurde der Schwellenwert des Kaninchens 
zuerst bestimmt und dann beiderseitige Kastration ausgefihrt. 
Wenn die Tiere nach der Operation sich gut erholt hatten, 
wurden die Versuche genau wie vor der Operation wiederholt. 


Versuch I. Kaninchen Nr. 1. 2.8kg. Kastration am 20. Juni. 
TABELLE I. 


z, do Blutzuckergehalt mg °% es 
Datum | 2.5 | Operation (Harnzucker °%) a | Schwel- 
1926 | "SE |(am 20. Juni) bens 
N&8 2 | 2 /e 
16. VE | 4.5 185 bes 0.26 
t be vor YA An 
LOS Val eT 266 O33) 0.28 
22. VI | 4.75 | 2 Tage nach 180 fs unter & 
9.VI )4549 * Eh aaaly unter - 
(0.4 0.2 
7.VIL| 4.75117 4% 7 280 | 204 0.3 
| (0.3) 
11. VIE] 4.6 |2t 7” 141 | 102 liaber 0.340 
| She i 
| 


| 
$8 1 100 La 
ee ee he ‘ 
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Der Schwellenwert betrug hier vor der Kastration etwa 
0.28% und kurz danach 0.29%, wahrend er spater auf tiber 


0.34% anstieg. 


Die Erniedrigung der Zuckerassimilation ging 


hier auch mit der Steigerung des Schwellenwertes parallel. 


Versuch II. Kaninchen Nr. 2. 2.6keg. Kastration am 2. Juli. 


a to 

Datum | 2 & 
1926 | 8 
N& 

16. VI | 4.5 
18. VI | 4.23 
Boe Nie! 4,6 


11. VII} 4.28 


12. VIL! 4.23 


TABELLE II. 


Operation 
(am 2. Juli) 


vor 
a 


Y 


9 Tage nach 


Oe gos 


Blutzuckergehalt mg % 


(Harnzucker %) . Schwel- 
lenwert 

Vor | 12| 1 | 1-2 1-8 % 
80 204 265 263 250 160 
(a2) (1.63) unter 0.26 
90 198 | 253 | 278 | 253 | 165 iiber 0.95 
(=) ce) ey 
92 279 | 250 240 | 194 | 1038 
(5 (0.3) 0.27 
103 308 | 30 294 | 116 90 
(5 (0.4) unter 0.3 
93 | 302 | 233 | 185 | 220 a eet tie 
C) c= es 4 


Wie die Tabelle zeigt, war die Zuckerausscheidungsschwelle 
des Tieres vor der Kastration héchstens 0.27%, wihrend sie 
nach der Operation als tiber 0.30% geschadtzt wurde. 
sprechend fiel die Assimilationskraft fiir Zucker hier schlechter 
aus.als vor der Operation.. 


Dement- 
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Versuch III. Kaninchen Nr. 3: 2,8kg. Kastration am 20. Juni. 


TABELLE III. 


| Blutzuckergehalt mg % ¥ 


, 80 
‘ 9 shwel- 
Datum | 4.4 | Operation _ (Harnzucker %) Selene 
1926 | S& |(am 20. Juni) % 
NE vor Pad Pa) aes 3 0 
: , i. 106 | 284 | 263 | 188 | 169 | 130 | unter 
4 it 4,25 vor (=) (0.3) 0.28 
2 102 300 Bis 215 167 120 | unter 
MT #20 4 (=) (0.56)| 0.30 


95. VI | 4.2 | 3 Tage nach 90 | 248 || 171 | 113 } 120°} 100 | unter 


(-) (0.8) 248 
a 89 | 372 | 323 | 262 | 259 | 123 | unter 
NS aa aa adam (0.6) | 0.37 


Bei diesem Tiere betrug der Schwellenwert vor der Kastra- 
tion etwa 0.28%. Kurz (3 Tage) nach der Operation wurde er 
etwas niedriger (unter 0.248%) gefunden, w&hrend er spiter 
(17 Tage nach der Operation) deutlich erhéht war. Obwohl 
der Schwellenwert am letzten Tage nicht genau bestimmt wurde, 
so ist es doch ganz sicher, dass die Schwelle hier weit hdher 
liegt als vor der Operation, weil die Hyperglykimie an diesem 
Tage bie einer annihernd gleich grossen Zuckerausscheidung 
deutlich stiirker ausfiel als am 9. Juni. 

Weil in allen Versuchen an diesem Tiere immer eine fast 
gleiche Menge Zucker dargereicht wurde, so kann man ohne 
weiteres aus der Tabelle ersehen, dass die Zuckerassimilation 
mit der Héhe des Schwellenwertes parallel geht, so dass bei 
einem stirkeren Ausfall der alimentiren Hyperglykimie auch 
die Schwelle héher gefunden wird. 
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Versuch IV. Kaninchen Nr. 4. 3.1 kg. Kastration 20. Juni. 


TABELLE IV. 
| g, 8 Blutzuckergehalt' mg % 
a fecal ee mesa iveeaee jenwert 
Ng ; Nar 2 GA a Se % 

16. VI | 4.65 vor eee Veet an 0.22 
18. VI | 4.9 y i, aBe 1 8 228, | 220 oe unter 0.22 
22. VI | 4.65 | 2 Tage nach has 257 | 310 | 306 | 300 6.86) unter 0.31 
eee ee eee | P| AB ee On) unter 0.26 
eee ey a ree eS) 2 || 280 (6.55) unter 0.32 
1.VIE| 4.25 |11 % 7 es Btge 228") Ane (— [iber 0.31 
eat ekg ie | PE) B18 | TM anter 0.85 
13. VIO] 46 [53 7 7 se Se | ah PER aber 0.80 


Vor der Kastration ist die Zuckerausscheidungsschwelle des 
Tieres etwa 0.22%. Weil die Glykosurie bei Versuchen, welche 
kurz nach der Operation ausfithrt wurden. nicht in Spuren, 
sondern etwas stirker ausficl, so lisst die Schwelle sich nicht 
scharf bestimmen. Die Zuckerassimilationskraft ist ‘abc: hier 
unverkennbar schlechter als dort und es scheint hier auch die 
Schwelle etwas gesteigert zu scin. 

In spiterer Zeit wird dagegen die Steigerung des Sclhiwel- 
lenwertes sehr bedeutend, sodass er sich um mehr als (102% 
erhéhte. Wie aus der Tabelle leicht ersichtlich ist, yormisst 
man in diesem J*all einen Parallelismus zwiscben der Erhéhung 
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des Schwellenwertes und der Stérung der Zuckerassimilation. 
Die alimentiire Hyperglykamie war am 22. Juni und am 1. Juli 
sowie am 29. Juni und am 13. Augst anniéhernd gleich, wahrend 
die Schwelle in den ersten Tagen deutlich niedriger war als in 
den letzten. 


Versuch V. Kaninchen Nr. 5. 2.4kg. Kastration 27. Mai. 


TABELLE YV. 


+ 80 Blutzuckergehalt mg % 
HH ale, i) 
Datum | 34 Operation (Harnzucker %) oo 
1926 | Sie |(am 27. Mai) aie 
N&8 foe) aye tL. Pde eee 3 ° 
90 278 | 240 | 238 | 990 | 163 
9° a4 > 
19S WV | 402 vor (-) (0.3) O27 
24. V | 4.0 y Pe 260 | 212 | 185 | 150 ee iiber 0.26 
1 93 DTA | 293 183" 6S | pity 
29. 4,25 | 2 = 
V 5 Tage nach ey (0.27) 0.27 
90 270 | 282 | 142 | 110 80 
St. Vi 4. uo ‘ 2 
aa hee oo) (0.3) na 


‘ 96 
(2) (0.3) 0.27 


Tl. VI| 4.95 (15 7 7 mae! #80 | B12) 205.) 210 oa unter 0.33 


go | 242 | 165 | 45 
Deas AT AT ee eam, Aa a ae ay he (8 |iiber 0.24 


Wie die Tabelle zeigt, hat die Kastration in diesem Fall 
weder auf den Schwellenwert, noch auf die Assimilationskraft 
verindernd cingewirkt. 
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Versuch VI. Kaninchen Nr. 6. 2.2kg. Kastration 21. Juni. 


TABELLE VI. 


, oO 
Datum g = | Operation 
1926 Se (am 21 Juni) 
b=] 
NOS 
18. VI | 4.25 vor 
20. VI | 4.25 B 
22. VI | 4.25 | 1 Tage nach 
25. VI 4.2 4 4% Ks 
We VEE 40) 126) oY 
19. VIII} 4.15 |28 7 U 
40 |62 7 Le 


12. VIII 
l 


Blutzuckergehalt mg % 


(Harnzucker %) as 
Vor 1/2 1 It 2 3 % 
9° ; € 

had 258 | 242 222, 1-220 OD puter 0.05 
86 266 | 212 | 196 | 171 163 0.26 
S) (0.3 S 
ae 318 338 302 226 On sinter 0.38 
90 340 | 290 | 235 | 210 | 180 0.34 
(2) (0.3) e 
91 350 | 307 | 293 | 208 132 0.25 
(-) (0.3) ae 
82 | 245 | 190 | 126 | 103 | 110 men 
(—) (0.35) ne 
0, | 966 | $45 | $88 | 908 | 316 liner 0.86 


( 


Bei diesem Tiere betrug der Schwellenwert vor der Kastra- 
tion etwa 0.26%, wahrend er nach der Operation zwischen 0.21 
und 0.36% schwankte. 


Versuch VII. 


Datum 
1926 


Lee: 


20. V 


24. VI 
29. VI 


s 
ZAG 


VI 


dl. VII 


TABELLE VII. 


Kaninchen Nr. 7. 2.7 kg. Kastration 22. Juni. 


“yg, 80 ~~ Blutzuckergehalt mg mY, Pa ee ce 
ay} 4 Operation (Harnzucker 9% ree soe 
LS ‘ DD) 7 fs P = vs 
ge (am 22. Juni) Vor+— 1/2 . i, 1} 9 ; 5 ; 06 

90 | 209 | 200 | 156 | 134 | 105 8 
4.95 vor (Sy) (Spur) O21 
= Vr S604) 231) 266) | 257" 2565/2200 unter 
a) (=) (0.5) 26 
Bui 99) 253285. | 278, e270 180 1.8 
4.5 | 2 Tage nach ese (0.3 One 
a 86 | 300 | 299 | 245 150) Lez ner 
A eaiou) % te (=) - (0.6) 0.28 
Hie Meee IAN) a Ue 235 ||| 2505 210 || 194 a 0.28 
r G2) “2050 235 ot isae 10 Piney 
4.5 (33 7 Z: i e hes se () : 0.265 
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Die Schwelle des Tieres war vor der Kastration unter 0.26.% 
und nach der Operation 0.28 unter 0.3%. 

Meine Untersuchungsresultate stelle ich im folgenden in 
einer Tabelle tibersichtlich zusammen. 


TABELLE VIII. 


Schwellenwert % 
Kaninchen 
Nr. vor der spater Steigerung durch 
Kastration | kurz nach der | Kastration Kastration 

1 0.28 0.29 uber 0.34 0.05 
2 0.27 0°30 tiber 0.30 0.03 
3 0.28 0.248 0.30 0.03 
4 0.22 0.26 iiber 0.32 0.06 
5 0.27 0.27 0.27 0.00 
6 0.26 0.35 0.36 0.1 

if 0.26 0.28 0.28 0.02 


Die Tabelle zeigt, dass die Kastration auf die Zuckeraus- 
scheidungsschwelle gewohnlich erhéhend einwirkt und dass dieser 
Einfluss in spaiteren Zeiten bedeutender war als kurz nach der 
Operation. Die Erhéhung des Schwellenwertes und die Herab- 
setzung der Assimilationskraft sind als Regel parallel gegangen, 
indem nur ein Fall (Kaninchen Nr. 5) eine Ausnahme davon 
darstellte. 

sei dieser Arbeit ist es mir aufgefallen, dass die Zucker- 
ausscheidungsschwelle bei intraperitonealer Zuckerzufuhr im 
alleemeinen ziemlich hoch gefunden wurde, wihrend sie bei 
alimentirer Zuckerzufuhr niedriger ausfallt. Es scheint mir 
miglich, dass intraperitoneale Zuckerzufuhr selbst schon einen 
erhéhenden Einfluss auf den Schwellenwert ausiibt. Dafiir 
spricht dic schon am Anfang dieser Mitteilung erwiihnte Ersch- 
cinung, dass der Schwellenwert auf solche Weise hiufig zu erst 
niedriger gefunden wurde, um spditer anzusteigen und nach 
einigenmal wiederholten Zuckerzufuhren fast einen konstanten 
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Wert zu erreichen. Obwohl die hier gefundene Zuckerausscheid- 
ungsschwelle also eine etwas andere darstellt als alimentiire, so 
will ich doch dadurch meinen Schluss nicht veriindern, weil in 
anderen Arbeiten in hiesiger Klinik der Schwellenwert fiir ali- 
mentire Glykosurie und Adrenalinglykosurie durch gewisse 
Monate immehin gleicher Richtung beeinflusst wurde. Um 
nur sicher zu stellen, dass allmiihliche Steigerung des Schwellen- 
wertes nach der Kastration eine echte Folge der Kastration 
darstellt und nicht durch wiederholte intraperitoneale Zucker- 
zufuhr herbeigefiithrt wurde, habe ich an einigen Tieren als 
Kontrolle eine lange Zeit hindurch -mit Intervall von enigen 
Tagen wiederholt Zuckerlésung intraperitoneal zugeftihrt und ab 
und zu den Schwellenwert bestimmt. Die Resultate gebe ich 
kurz zusammengefast in folgender Tabelle wieder. 


TABELLE IX. 


es ; 
re 2 Schwellenwert (Harnzucker im Prozentsatz). 
Nr. |& om 
FI Fi) 2 Datum der r 9° oy) 25 29/V 
ais Z| Zuckerzufuhr 16/V 18/V 21/V A/V 25/V V 
ie Pe 0.2 (0.27 | 028 |-028 | — | 0297 
8 a (3) (Spur) | (Spur) — (Spur) 
Datum der i r 99 24 Q7/V oIVI 
aceemumie | oO | id As / / 
0.25 -- — 0.27 — 0.25 
O20 (Spur) = = (0.5) ee (Spur) 
Datum der ‘ ? 9/V 
Zuckerzufuhr 2/V 14/V 10/V IV 
0.266 = — 0.26 
10 3.0 (Spur) — — (Spur) 
Datum der aN 9/7 2 2 / 
Zuekerzutuhyr 27/V 29/\ 30/V SUV Gry. 
ae 0.5 0.31 — 0.51 0.3 
10 2.05 (0.899) | (Spur) ee a (Spur) 


UBER DIE ADSORPTION DES PEPSINS. 
Von 
KOICHI KIKAWA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1927) 


Pepsin ist eines der bekanntesten Fermente. Es wirkt 
proteolytisch. Aber was ftir eine Wirkung es dabei ausiibt, 
ist heute noch unentschieden. LEinerseits spricht man vom 
Desaggregierungsprozess, andererseits vom hydrolytischen Abbau 
unter Befreiung der Amino- oder Karboxylgruppe. In Bezug 
auf die Ph-Abhiingigkeit der peptischen Verdauung wird gesagt, 
dass sie von der elektrisch-chemischen Natur des Substrats be- 
stimmt wird, was im Vergleich mit Saccharase sehr auffallend 
ist. Um die Eigenschaft des Pepsins kennen zu lernen, habe 
ich das Verhalten gegen Adsorbentia zum Experiment unter- 
nommen. Uber die Adsorption an Tierkohle habe ich (1926) 
schon mitgeteilt und das Ergebnis bei Kaolin und Tonerde wird 
hier beschrieben. 

‘Nach Michaelis (1908) wird Pepsin bei neutraler und 
saurer Reaktion von Kaolin -nicht adsorbiert. Tonerde adsor- 
biert Pepsin vollkommen in saurer Lésung, zum gréssten Teil 
in neutraler. Rukusin (1915) sagte, dass Pepsin von Tonerde 
quantitativ und irreversibel gebunden wird. Genauere Angabe 
dariiber ist da und auch sonst nicht vorhanden. 

Im Handel erhiiltliches Kaolin wurde mit Salzsiure (20%) 
gekocht und mit Wasser bis chlorfrei gewaschen. Die Tonerde 
wurde nach Willstitter (1923) aus Ammoniumsulfat dargestellt. 
Pepsin von Park-Davis. Untersuchung der peptischen Verdau- 
ung wurde wie in voriger Mitteilung bei 37°C ausgefithrt, nimlich 
durch Ermittelung der N-Zunahme im Filtrat nach Zusatz mit 
gleichem Volum von 20% iger Trichloressigsiiure. Der Kase- 
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ingehalt war 2% in Verdauungsflissigkeit, die durch Zitrat- 
HCl Gemisch bei Ph 2 gepuffert wurde. 

Kaolin adsorbiert nicht Pepsin in allen Ph-gebieten, weder 
bei Zitrat-HCl Puffer noch bei Essigsiure-Azetat-Puffer, wie 
Michaelis (1908) angegeben hat. 


EXPERIMENT 1. 


0,5¢ Pepsin gelést in 30cem Wasser wurde mit 20ccm 
M/10 Pufferlésung von verschiedenem Mischungsverhiltnis ver- 
setzt. Konzentration des Pepsins ist 1%. Ph wurde elektro- 
metrisch ermittelt. 

Diese Lisung wurde mit 1g Kaolin 30 Minuten bei 37°C 
gehalten und nachdem abgesaugt. 10ccm Filtrat wurde zu 
90 ccm Kaseinlésung zugesetzt. End-Konzentration des Kaseins 
war 2%. Ph 1,96-2,10. 


TABELLE I. 
Zeit (Stunde) 1 | 2 | 4 
Ph Art der N-Zunahme in der 
Pufferldsung Verdauungsfiiissigkeit (mg) 
1,96 Zitrat-HCl 1,06 1,31 1,52 
4,77 a 1,07 1,33 1,60 
CH; COOH 
. 4,77 CH: COONa 1,09 1,39 1,60 
AG a Zitrat-HCl 1,00 1,87 1,67 
; Keo, * ee P 
: a Nox HPO, 0,16 0,22 0,27 
"6.67 ” 0,16 0,22 0,29 


der Kontrolle. Nur bei Ph 6,69 scheint Adsorption des Fer- 
ments stattgefunden zu haben. Aber der Kontrollversuch ver- 
lauft ebenso, und dies zeigt, dass der Aufenthalt in dieser 
Aziditét auf Merment inaktivierend wirkte. N-Gehalt in 1 ccm 
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der 1 % igen Pepsinlésung ist 1,545mg. Die wie oben mit 
Kaolin bei Ph 1,96, 4,77, und 6,59 behandelte Pepsinlésung 
zeigt auch 1,406, 1,398 resp. 1,368mg N in lecm. Der Be- 
gleitstoff wurde daher auch nur wenig adsorbiert. 

Gegen Tonerde verhalt sich das Pepsin in ganz merkwiirdi- 
ger Weise. 


EXPERIMENT 2. 


1g Pepsin gelést in 30ccm Wasser wurde mit 20 cem M/10 
Zitrat-I1Cl Gemisch von verschiedenem Mischungsverhiltnis und 
50 ccm Tonerdesuspension (1cem enthalt 0,0068 ¢ Al (OH)s) 
versetzt. Konzentration des Pepsins 1%. Ph wurde elektrisch 
ermittelt. Nach einer halben Stunde Aufenthalt im Wasserbad 
von 37°C wurde zentrifugiert und 10cem Lésung wurde wie 
oben fiir die Kaseinverdauung gebraucht. 


TABELLE II. 


Zeit (Stunden) 1 | p | 4 
Ph N-Zunahme in der Verdauungsfliissigkeit (mg) 
2,74 0,59 0,80 1,01 
3,24 —- 0,59 075 
3,81 0,13 0,21 0,33 
4,25 = 0,40 0,56 
5,10 0,85 ilealye 1,38 


Bei Ph. 3,8 wurde das Ferment maximal an Tonerde ad- 
sorbiert, dagegen bei Ph 5,1 fast gar nicht. Auch bei saurer 
Seite von Ph 3,8 nimmt die Adsorption allmiihlich ab.’ Die Ab- 
hiingigkeit der Adsorption von der Wasserstoffzahl ist kiar in 


Fig. 1 zu sehen. 
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Fig. 1. 
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Wenn wir statt Zitrat-HCl Puffer ein Essigsiiure-Azetat- 
Gemisch brauchen, ist das Verhialtnis anders. 


EXPERIMENT 38. 


Versuchsordnung wie oben. 


TABELLE III. 


Zeit (Stunden) 1 | 2 | 4 
Ph N-Zunahme in der Verdauungsfliissigkeit (mg) 
3,55 0,28 0,35 0,53 
3,79 0,17 0,29 0,45 
4,16 0,00 0,00 0,01 
4,59 0,00 0,00 0,00 
4,96 0,57 0,86 1,05 
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Figsee2. 


Tonerde adsorbiert Pepsin vollkommen bei Ph 4,59 in Es- 
sigsiure-Azetat-Gemisch und in der Adsorptionsrestlésung ist 
kein Ferment nachzuweisen. In saurer wie alkalischer Seite 
von Ph 4,5 ist in dieser Versuchsordnung die Fermentadsorp- 
tion geringer. Fig. 2 zeigt dieses Verhaltnis klar. 

Durch diese Versuche wurde gezeigt, dass Pepsin nur. bei 
geeigneter Aziditiit quantitativ von Tonerde adsorbiert werden 
kann. Diese Aziditiét ist aber je nach der Art der Pufferungs- 
fliissigkeit nicht dieselbe. Wenn man auch dabei die Ver- 
schiedenheit der adsorbierten Fermentmenge selbst in gtinstigster 
Aziditit bemerkt, ist hier ausser dem Hinfluss des Ph noch 
der des Anions anzunehmen. 

Die nichste Frage ist die Reversibilitiit der Adsorption. 
Wird Pepsin von Tonerde einerseits bei Ph 4,59 im Essigsaiure- 
Azetiit-Gemisch total, dagegen bei Ph 5,1 in Zitrat-HCl Puffer 
gar nicht adsorbiert, ist damn das so adsorbierte Ferment auch 
quantitativ eluierbar ? 

Der foleende Versuch beantwortet dies bejahend. 
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EXPERIMENT 4. 


1g Pepsin gelést in 30 com Wasser wurde mit 20 ccm 
Puffer (10 com M/2 Essigsiure+10 com M/2 Natriumazetat) 
und 50 ccm Tonerdesuspension versetzt. -Konzentration des 
Pepsins 1%. Die Aziditét ist Ph 4,6. Nach 30 Minuten 
Stehen im Wasserbad von 37°C wurde die Tonerde zentrifugiert, . 
mit derselben Azetatpufferlésung 3 mal gewaschen, dann mit 
100 cem Zitratlésung (20 cem M/10 Natriumzitrat und 80 ccm 
Wasser) versetzt und weiter 1 Stunde bei 37°C gehalten. Die 
Tonerde wurde dann abzentrifugiert und mit 10 com der Lésung 
der Verdauungsversuch angestellt. 


TABELLE IV. 

Zeit (Stunden) 4 24 

Ph 1,92 Gubeis: 1,87 m 3,09 m 
bie Elutionslésung , g 2 8 
Kaseinlosung fi) 
90. ¢em 10 cem 
Ph 2,04 Pepsinlosung 1,77 mg 3,12 mg 
(1%) 


Die Kaseinverdauung verlauft ebenso gut wie bei unbe- 
handeltem Ferment. Durch diesen Versuch wurde die Adsorp- 
tionsreversibilitat nachgewiesen. Die Adsorption und Elution 
des Pepsins muss dabei unter Verlust des Begleitstoffes stattge- 
funden haben und setzt die Reinigung des Pepsins voraus. 
Ich habe darum diesen Versuch in etwas grésserem Massstabe 
ausgefithrt. 


EXPERIMENT 5. 


10 g Pepsin wurde in der vorigen Weise behandelt. Nach 
der Elution wurde die Fermentlésung bei 30°C unter vermin- 
dertem Druck konzentriert und weiter im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiure getrocknet. Trockengewicht ist 2,033 g. Durch 
Trocknungsverfahren erleidet des Pepsin keine Verminderung 
an Wirksamkeit. 
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TABELLE V. 


Zeit (Stunden) 4 24 


10 cem gereinigter : 
90 cem Kasein- 
lésung 


10 ccm originaler 
Pepsine (1%) 1,77 mg 3,12 mg 


Dieses auf ca. 5 fach konzentrierte Pepsin zeigt dieselbe 
Ph-Aktivitét wie das originale Praparat. 


TABELLE VI. 


Ph 0,95 1,43 1,62 1,70 2,18 


N-Zunahme in Verdauungsflissigkeit nach 24 Stunden (mg) 


Gesamt-N 2,79 2,92 2,98 3,07 20 


Amino-N 0,67 0,68 0,71 0,73 0,72 


Das Adsorptionsverhiltnis ist auch nicht veriindert, d.h. 
der aktive Fermentkomplex wird weder von Kaolin in jeder 
Aziditit noch von Tonerde bei Ph 5,10 in Zitrat-Puffer adsor- 
biert, wird dagegen in Azetat-Puffer Ph 4,54 von Tonerde 
vollkommen mitgerissen. 

Dieses Ergebnis zeigt, dass die grosse Masse der Ver- 
unreinigung keinen Einfluss auf das Adsorptionsverhiltnis des 
Pepsins austibt. 

Da das obere konzentricrte Pepsin noch mit bedeutender 
Menge von Zitrat gemengt scin muss, wurde 0,5 ¢ davon in 
20 ecm Wasser gelést und im Kollodiumsack 24 Stunden gegen 
destilliertes Wasser dialysiert. Als der Sackinhalt unter ver- 
mindertem Druck wieder getrocknet wurde, blieb 0,077 g Sub- 
stanz zurtick. Darum wurde 2 ¢ des durch Adsorptionsmethode 
gereinigten Pepsins, welche Menge 10g des originalen Priparats 
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entspricht, durch einfache Dialyse zu 0,31 g gebracht, ohne 
seine Aktivitiit einzubtissen, wie folgender Versuch zeigt. Das 
oben gewonnene Pepsin 0,077 g (entspricht 2,5 g originalen 
Pepsins) wurde in 25 ccm Wasser gelést. Ein Teil dieser Lésung 
wurde weiter auf 10fach verdiinnt und mit 10ccm (entspricht 
10ccm 1%iger Lésung des originalen Pepsins) wurde die Ver- 
dauungskraft wie tblich gepriift. N-Zunahme in 4 Stunden 
1,86 mg, in 24 Stunden 3,14 mg. Ein anderer Teil der Lésung 
wurde fiir Bestimmung des Asche- und N-Gehalts gebraucht. 
Das letzte Pepsin enthilt noch 13% Asche. Gesamtstickstoff- 
gehalt 11%. Dies zeigt, dass die einfache Dialyse noch nicht 
hinreichend ist, um anorganische Beimengungen und vielleicht 
auch organische Verunreinigungen wegzunehmen. Ich habe 
darum die Elektrodialyse unternommen. Apparat nach Pauli 
(1924). Beide Elektroden sind aus Platin. Die Scheidenmem- 
bran ist beiderseits Pergamentpapier. Die durch diese Anordnung ' 
hervorgerufene Ansiuerung (Freundlich u, Loeb, 1924) des 
Mittelraumes macht bei:meinem Fall gar nichts aus, weil Pepsin 
bei Ph 3-4 keine Inaktivierung erleidet. Die elektrische 
Spannung ist 100 Volt und die Stromstirke wurde mit Wider- 
stand so reguliert, dass die Temperatur in der Mittelkammer 
nicht tiber 35°C stieg. Das Wasser im Elektrodenraum wurde 
anfangs einigemal gewechselt. Dauer der Dialyse 5 Stunden. 
0,8 g des durch Adsorptionsmethode gereinigten Pepsins wurde 
dadurch nach dem Trocknen auf 0,1087 ¢ gebracht, seine volle 
Aktivitat beibehaltend. Also ist das Gewicht des aktiven Pepsins 
14% von dem durch Adsorptionsmethode gereinigten und unge- 
fihr 326 von originalem Pepsin. Das ganze Reinigungsver- 
fahren wurde mit demselben Pepsinpraparat zweimal wiederholt 
und das Reultat war jedesmal tibereinstimmend. Das _ so 
gereinigte Pepsin ist eine schwach gelblich weisse amorphe 
Masse und lést sich leicht im Wasser und HCl. Unldslich in 
Alkohol. Durch Kochen nicht koaguliert. Bei Halbsiittigung 
mit Ammoniumsulfat bleibt die Lésung klar, bei Sittigung mit 
diesem Salz ist eine leichte Tribung sichtbar. Labwirkung ist 
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vorhanden. Stickstoffgehalt 18% und aschefrei. Es zeigt 
folgende Reaktion : 


Biuret + Calcium _ 
Ninhydrin a Phosphorséure — 
Millon + Eisen — 
Hopkins-Cole + Chlor = 
Bleisulfid _ 


Es ist in obigen Experimenten auffallend, dass das Pepsin 
trotz der mannigfaltigen Behandlungen an seinem wirksamen 
Komplex keine Veranderung, weder in physikalisch-chemischem 
Sinne noch in der Aktivitét, erfahren hat und dabei auf unge- 
fihr 30 fach konzentriert wurde. 

Wie im Experiment 1 genau angegeben ist, wird Pepsin 
von Kaolin gar nicht adsorbiert und ist der Stickstoffgehalt der 
Lésung dabei nur wenig vermindert. Aber wenn Tonerde und 
Kaolin als Adsorbens elektrisch ganz antipodische Eigenschaft 
besitzen, kann das geringe Adsorbat an Kaolin qualitativ eine 
andere N-haltige Vetunreinigung als diejenige sein, welche 
durch Tonerdebehandlung von Pepsin befreit wurde. Von 
diesem Standpunkt aus wurde Pepsin vor der Tonerdeadsorption 
mit Kaolin behandelt. Das Resultat war aber nicht befriedri- 
gend. Der endliche Erfolg war gleich dem ohne Kaolin-Vor- 
behandlung. 

Ich habe ausserdem in einem anderen Versuche vor der 
elcktrischen Dialyse das Tonerdeverfahren nochmals wiederholt, 
ohne dadurch zuletzt das Gewicht des Pepsins vermindern zu 
kénnen. Mittels der Adsorptionsmethode und Elektrodialyse 
bin ich bis zum Ende gekommen. Ob die verschiedene Farben- 
Reaktion, die das letzte Pepsin noch zeigt, auf die hartuackig 
beihaftende Verunreinigung oder auf irgendeine ftir die Sta- 
bilitaét unentbehrliche proteinogene Substanz deutet, steht dahin 
und muss in der Zukunft aufgéklirt werden. 

Pekelharings Pepsin wird heute als das reinste ang- 
cnommen. Img davon in 10cem 0,2%iger TIC] gelést soll 
Metis Réhrchen 6mm in 24 Stunden verdanen. Mein Pepsin 
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verdaut in gleicher Konzentration und gleichem Volum in 2 
Stunden 2 mm und in 24 Stunden 12-14 mm von Metts hé- 
hrehen. Da die Mettsche Methode nach dem heutigen Stand- 
punkt nicht geeignet fir die Bestimmung der peptischen 
Wirkung ist, spreche ich hier nicht ohne weiteres aus, dass 
mein Pepsin gereinigter als Pekelharings ist, und teile hier 
bloss die Ergebnisse der Adsorption und Elution des Pepsins 
und das angewandte Resultat fiir die Reinigung des interessan- 
ten Ferments mit. 


ZUSAMMENF ASSUNG. 


1) Pepsin wird von Kaolin gar nicht adsorbiert. 

2) Es wird von Tonerde in schwach-saurer Reaktion 
adsorbiert. Die optimale Aziditait der Adsorption ist bei Azetat- 
puffer Ph 4,6 und bei Zitratpuffer Ph 3,8. Ausserdem ubt die 
Art des Anions einen quantitativen Einfluss aus. 

3) Diese Tonerdeadsorption ist reversibel. 

4) Durch Adsorptionsmethode und Elektrodialyse konnte 
Pepsin auf das 30 fache konzentriert werden, ohne seine Akti- 
vitiit herabzusetzen. 

5) Nach Befretung von der grossen Masse der Verunrei- 
nigungen wird die physikalisch-chemische Eigenschaft des Pep- 
sins nicht veréndert. 
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STRUKTUR DER POLYPEPTIDE UND PROTEOLY- 
‘TISCHEN FERMENTE. 


Von 


R. NAKASHIMA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Chiba 
Direklor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1927.) 


_ Es ist allgemein anerkannt, dass die Struktur und Kon- 
figuration des Substrats fiir die Bestimmung der Angreifbarkeit 
durch Fermente eine grosse Bedeutung haben. Dies wurde am 
schénsten bei den Kohlehydraten festgestellt. Bei Polypéptiden 
ist es bewiesen, dass sie nur dann enzymatisch zerlegt werden, 
wenn Aminosiure der in der Natur vorkommenden optischen 
Form an ihrem Aufbau beteiligt ist, dagegen nicht, wenn man 
dabei die in der Natur fehlende optische Antipode verwendet. 
Darum kann es vorkommen, dass die Polypeptide, an deren 
Aufbau die dl-Form teilnimmt, durch Ferment asymmetrisch 
gespaltet werden. Selbst in einfachen Polypeptiden, die aus 
Aminosdure von der natiirlichen optischen Form bestehen, sollte 
nach Fischer und Abderhalden (1905) die Méglichkeit oder 
Nichtméglichkeit des Angriffes. des Pankreassaftes dur¢h recht 
verschiedene Ursachen bedingt sein: Einfluss der Struktur, 
der einzelnen Aminosduren, der Konfiguration und der Zahl 
der Aminosiuren. Dieses Ergebnis wurde durch die Befunde 
der schénen Untersuchungen von Waldschmidt-Leitz (1925) 
verindert. Alle untersuchten Dipeptide werden von Erepsin 
hydrolysiert, keines derselben dagegen vom tryptischen Ferment. 
Dieser Befund ist sehr auffallend gegen unsere Kenntnis bei 
Disaccharasen, weil die Art der einzelnen Aminosiurenkom- 
ponenten und ihre struktuelle Anordnung bei ereptischem Abbau 
der Dipeptide ohne Belang sind. Aber ob wir unter Erepsin 
ein einheitliches Ferment, das fiir alle einfachen Polypeptide 
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passt, oder gemischte Peptidasen verstehen sollen, scheint noch 
offen zu bleiben. Jedenfalls ist es nach dem Untersuchungser- 
gebnis von Waldschmidt-Leitz (1925) sicher, dass Pankreas- 
und Darmerepsin alle Dipeptide zerlegt haben. 

Es ist also interessant zu untersuchen, welchen quantitativen 
Unterschied die Dipeptide beim Abbau durch Erepsin zeigen 
wiirden, wenn sie aus zwei verschiedenen Aminosiuren auf- 
gebaut sind, nur struktuell umgekehrt sich anordnend., Als 
zwei Aminosiuren habe ich Glykokoli und Asparagins&ure aus- 
gewihlt, weil ein die Dikarbonsiure enthaltendes Dipetid nur 
selten genau enzymatisch studiert wurle. Fur die Untersuchung 
wurden Glycylasparaginsiure, Asparagylglycin und Glycylas- 
paragin nach Iischers Methode synthetisch dargestellt. 

Fischer (1904) hat schon friither die Méglichkeit aus- 
gesprochen, dass Amido-N im Eiweiss an Glutaminsiure und 
* Asparaginsiiure gebunden ist. Osborne (1906, 1908) fand bei 
Untersuchung des Eiweisshydrolysats, dass die Menge des Amido- 
N mit der Glutaminsiure+Asparaginsaure dquivalent wie 1:1 
‘ist. Fischers Andeutung wurde weiter durch den Nachweis 
eines Tetrapeptids unter den peptischen Produkten des Gliadins 
(Nakashima, 1926) bestitigt, das aus 1 Mol. Tyrosin, 2 Mol. 
Glutamin und 1 Mol. Glutaminsiiure zusammengesetzt ist. 
Darum habe ich als 3. Dipeptid Glycylasparagin zur Unter- 
suchung genoinmen. 

Die obigen drei Dipeptide werden weder von Pepsin noch 
Trypsin gespalten. Erepsin greift alle drei Substrate an. Die 
Angabe von Waldschmidt-Leitz (1925) wurde auch in diesem 
Fall bestitigt. Gibt es aber einen quantitativen Unterschied 
dabei? Beim Vergleichen der Hydrolysierbarkeit muss man 
von selbst den Versuch in optimaler Aziditét ausfiihren, die je 
nach dem Substrat im allgemeinen nicht immer gleich ist. 

Glycylasparaginsiure wurde nach Fischer (1910) durch 
Aminierung der Chloracetylasparaginsiiure dargestellt. Fur 
Chloracetylierung wurde einmal dic dl-Asparaginsiure, welche 
aus Asparagin durch Alkalihydrolyse gewonnen wurde, und ein 
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anderesmal 1-Asparaginsiiure gebraucht. Erstere lieferte in- 
aktive Glycyldl-Asparaginsiure und letztere die aktive Form. 

Asparagylglycin wurde durch Erhitzung von Fumaryl- 
diglycin mit Ammoniak in geschlossenem Rohr bekommen 
(Fischer, 1904). Es ist inaktiv. 

Glycylasparagin wurde durch Aminierung des Chloracetyl- 
asparagins dargestellt (Fischer, 1904). 

Erepsin wurde nach Rice (1915) aus der Darmschleimhaut 
des Hundes bekommen. 

0,2 ¢ Glycylasparaginsiure wurde in 0,5-0,7 cem N Natron- 
lauge gelést und mit 6 ccm M/10 Phosphatpuffer in variierendem 
Mischungsyerhaltnis versetzt und weiter mit destilliertem Wasser 
auf 18ccem verdiinnt. Die Lésung wurde im Thermostat bei 
37°C gehalten und mit 2 ccm vorerwirmter Fermentlésung 
gemischt. Ph wurde dann elektrisch ermittelt. Hydrolyse 
wurde durch Bestimmung der Zunahme von Amino-N in 2ccm 
‘der Verdauungsfitissikeit mit Van Slykes Mikroapparat ver- 
folet. 


Versuch mit Glycyl-dl-asparaginsaure. 


eee 6,81 7,32 7,64 8,06 8,45 
Amino-N Amino-N Amino-N Amino-N Amino-N 
2 ata 2 a 2 aa 2 ets 2 ae 2 ‘are 
fea 9 of 07 
0 0,00" he 0,00 06° 0,001 0,0'| 0,00] 0,0'| 0,001 0,0° 
4 0,00 | 0,0] 0,00} 0,0] 0,00; 0,0] 0,00} 0,0} 0,00; 0,0 
24 0,06 | 4,1] 0,08} 5,5] 0,06) 4,1] 0,06] 4,1] 0,00] 0,0 
120 0,21 | 14,4 | 0,23] 15,8] 0,17 | 11,6] 0,17 | 11,6} 0,08 | 5,5 
240 0,32 | 21,6 | 0,87 | 25,0 | 0,37 | 25,0 | 0,28 | 19,2 | 0,26 | 17,8 
ie) 0,68 | 46,5 | 0,68 | 46,5 | 0,68 | 46,5 | 0,68 | 46,5 | 0,68 | 46,5 
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Versuch mit Glycyl-l-asparaginsdure 


ae 


Ph iS 
Serr oka 6,69 7,09 7,62 7,79 
Amino-N Amino-N Amino-N Amino-N 
0 Stunden in in in in 
2 ccm 2 com 2 ccm 2 ccm 
% g % mg % g % 
(a) 0,00 0,0 0,00 0,0 0;00 0,0 0,00 0,0 
4 0;00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 0,00 0,0 
24 0,11 7,4 0,14 9,5 0,14 9,5 0,11 7,4 
120 0,37 25,2 0,43 29,3 0,37 25,2 0,34 W322 
240 | 0,54 36,4 0,53 39,6 0,52 30,4 0,48 S27 


Die Versuche mit Glycylasparaginsiure ergeben, dass die 
beiden Formen, aktiv oder nichtaktiv, bei Ph 7,1-7,3 maximal 
von Erepsin angegriffen werden. Optimale Aziditat des Erepsins 
darf nicht ohne weiteres als Ph 7,8 ausgesprochen werden. In 
4 Stunden ist die Hydrolyse noch nicht wahrzunehmen, aber 
nach 24 und 120 Stunden in optimaler Reaktion ist sie ziemlich 
fortgeschritten. Hydrolysengrad ist bei dl-Form nach 24 Stunden 
5,5 %, nach 120 Stunden 15,8 % und bei 1-Form 9,5 % resp. 
29,3 9%. Man hat recht, hier die asymmetrische Spaltung 
anzunehmen. 

Ereptische Spaltung von Glycylasparagin wurde wie bei 
Glycylasparaginséure ausgefiihrt. Ergebnis ist wie folgt. 


Versuch mit Glycylasparagin. 


Ph © 
Se: 7,68 72 | 808 8,42 


Amino-N Amino-N Amino-N Amino-N Amino-N 
Stunden in in in in ind ees 
2 ccm 2 ecem 2cem | 2 ccm | 2 ecm 


mg] %| mel %| me | mg) | me 9% 
0,00} 0,0] 0,00 | 0,0] 0,00) 0,0} 0,00} 0,0} 0,00] 0,0 


0 
: 0,09} 62] 0,09] 6,2] 0,21] 145). — 0,09 | 6,2 
1 0,12] 8,2°| 0,17] 11,8} 0,29 | 20,0] 0,41} 283] 0,13] 89 
3 
5 


0,29:| 20,0 | 0,88 | 26,2] 0,45] 31,0] 0,48] 33,1] 0,17] 11,8. 
0,47 | 82,8 | 0,49 | 33,8] 0,52 | 35,9] 0,55] 37,9] 0,24| 165 
24 0,55 | 37,9 | 0,61 | 42,1] 0,76 | 52,5| 0,76 | 52,5] 0,46| 31,7 
120 1,45 | 100,0| 1,45 | 100,0] 1,45 | 100,0] 1,45 | 100,0} 1,45 | 100,0 
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Optimale Aziditét der Glycylasparaginspaltung ist Ph 8. 
Merkwiirdig ist in diesem Versuch die grosse Schnelligkeit des 
Abbaues. Nach 3 Stunden tiber 30,%, nach 24 Stunden 50 % 
gespaltet. ‘In weiter Strecke der Reaktion des Mediums Ph 7-8 
die Hydrolyse schon nach 140 Stunden vervollstindigt, was 
sich beim vorigen Versuch mit Glycylasparaginsdure nicht 
ahnen liess. 

Ereptischer Versuch mit Asparagylglycin wurde durch 
Mangel des Substrats nur bei Ph 7,92 ausgefiihrt. Versuchs- 
anordnung ist wie oben. 


Stunden 
PE Zeit 0 4 24 48 Te 120 
mg 
Amino-N | 0,00 0,00 0,07 0,18 0,24 0,41 
7,92 in % 
- 2 ecm 0,0 0,0 4,7 WA 16,3 27,9 


Die Ordnung der Geschwindigkeit der Spaltung ist fast 
im gleichen Betrag wie bei Glycyl-dl-asparaginsiure und auch 
weit geringer als bei Glycylasparagin. 

Es ist sehr auffallend, dass die Amidierung der Asparagin- 
siiure eine bedeutende Zunahme der Angreifbarkeit des Erepsins 
hervorgerufen hat. Die chemische Orientierung des Amido-N 
im Eiweiss wurde schon,wie oben beschricben' gestellt: Ich 
glaube, dass die oben mitgeteilte Untersuchung weitey die 
physiologische Bedeutung dieses Amido-N ergeben hat.. 
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THE PRODUCTION OF ALCOHOL IN 
THE ANIMAL BODY. 


Report. IV. 


The Influence of Epinephrin on the 
Amount of Blood Alcohol, 


By 


MORIE AOKI. 
(From the Department of Medical Jurisprudence, Hokkaido Imperial 
University. Director: Prof. Dr. K. Yamakami.) 
(Received for publication, February 28, 1927.) 


INTRODUCTION. 


It is well known that epinephrin plays some part in the 
metabolism of carbohydrate. Its injection into animals raises 
remarkably the level of blood sugar and causes glycosuria. 

Now, the author has published in a previous report (This 
journ. 1926) that hyperaleoholemia is observed in various sorts 
of asphyxiation, which, as has been shown by many investiga- 
tors, disturbs carbohydrate metabolism like adrenalin. 

In the present work, the influence of epinephrin on the 
amount of blood alcohol. has been studied, in order to know if 
epinephrin behaves in the same manner as asphyxiation in 
changing the level of blood alcohol. 

If we could prove in our experiments that blood Ae 
and blood sugar undergo a parallel change in various kinds of 
experimental disturbance of carbohydrate metabolism, it would 
afford some clue to the problem as to the source of blood alcohol 
as will be discussed later. 


Material AND METHOD. 


Fowls and rabbits were employed as experimental animals. 
0.1% solution of adrenalin manufactured by Sankio Co. 
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Ltd. was injected hypodermically or intravenously. 

For the determination of blood alcohol, the same method 
as in the previous reports, as well as the author’s modification 
of Widmark’s micromethod (1925) was applied. The blood 
was taken from the carotid of fowls and from the ear vein of 
rabbits. at certain intervals after the injection of adrenalin. 
The technique and procedures are almost the same as before. 

The results will be detailed in following. 


TABLE I. 
t : 
No. of Weight of Se Sta eee Percent of 
Fowl Fowl injected injection Alcohol found 
gm ce minutes 

40 1830 1.85 30 0.00321 

41 1000 1.5 40 0.00307 

43 1300 1.9 50 0.00294 

44 1805 2.7 40 0.00311 
Physiol Fer Cent 2. thse. tess TE Og UDA RII OOS PSII 0.00279 


The results shown in table I are the percentages of blood 
alcohol determined by Nicloux’ method a few minutes after 
the hypodermic injection of adrenalin into fowls. As will be 
noticed here the amourit of blood alcohol is always larger than 
that of the control, though the difference is generally very slight. 

In the following experiments adrenalin was injected intra- 
venously. The results obtained are given in table II. 


TABLE II. 
No. of Weight of eee Bo Percent of 
Fowl Fowl injected injection Alcohol found 
gm ce minutes 
95 1450 2.0 40 0.00429 
96 1650 2.0 90 0.00425 
97 2080 1.0 120 0.00517 
98 1700 1.0 90 0.00426 
103 1400 1.0 90 0.00401 
104 1500 1.0 90 0.00438 
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The curve in figure I shows the results of the determina- 
tion of alcohol with the micromethod at various intervals after 
the hypodermic injection of adrénalin. The rise in alcohol 
content stays generally for 30-90 minutes after the adminis- 
tration of adrenalin and then returns to the normal level. 


Ie ae 


% 9 10 eae? 0. 1 2 7 4 
Hour. (a.m, (p.m) 


x Adrenalin injection. 


No. of Weight of Amount of 
Rabbit Rabbit Adrenalin injected 
gm ce 
1 1950 0.20 
2 2250 0.20 
3 2250 0.15 
4 2100 0.15 
DIscussION. 


The results of the present experiments prove the fact that 
hyperglycemia or the disturbance of carbohydrate metabolism 
by the injection of adrenalin accompanies a remarkable hyper- 
alcoholemia. 

As I have already shown in the previous reports (19236, 
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1927) that hyperalcoholemia occurs in asphyxiated animals and 
hypoalcoholemia manifests itself in animals injected with insulin, 
I think, I have reason enough to believe that the change in the 
amount of blood alcohol goes always hand with that of blood 
sugar in various sorts of disturbances of carbohydrate. 

This fact can throw some light upon the problem as to the 
source of bloop alcohol. It has been hitherto believed generally 
without any experimental foundations, but merely deduced from 
the chemical formula, and the alcoholic fermentation outside 
of the body, that blood alcohol is split from sugar. 

Ford (1858) has forwarded even such a theory as that 
dextrose is normally destroyéd in tHe circulation by the alcoholic 
fermentation, the resultant alcohol being oxidized in successive 
steps of ‘transformation, and that this destruction of sugar is 
one of the main sources of animal heat. 

Schweisheimer (1918) observed a difference between the 
amount of alcohol in the human blood before and after the meal 
time and discussed that ‘‘ Diese bemerkenswerte Tatsache wire 
einerseits wohl vereinbar mit der Annahme, dass der unter 
normalen Verh&ltnissen im Kérper vorhandene Alkohol durch 
bakterielle Zersetzung der mit der Nahrung einfiihrten Kohlen- 
hydrate entsteht, anderseits mit der Hypothese, dass der nor- 
maler Weise vorhandene Alkohol in Abbauprodukt der Trauben- 
zuckers darstehlt ’’. 

But the fact that the augmentation of blood alcohol takes 
place at the same time with the increase of blood sugar and 
hypoalcoholemia occurs almost simultaneously with hypoglycemia, 
suggests strongly that blood alcohol, or at least one part of blood 
alcohol appears in the blood as a direct product of the decom- 
position of a carbohydrate higher than glucose, such as glycogen, 
glycoproteids, etc., because, if bjood alcohol is produced only 
from sugar, hypoalcoholemia should manifest itself at the 

Minimum stage of hypoglycemia by the injection of insulin and 
hyperalcoholemia should follow hyperglycemia when adrenalin 
is injected. 
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The parallel increase and parallel decrease of blood alcohol 
and blood sugar makes it impossible to believe that alcohol and 
sugar come from thé same source at the same time. 

The question whether the combustion of superfluous sugar 
in the blood of animals injected with adrenalin is promoted or 
not, is not yet definitely settled, and’ many arguments are for- 
warded pro and con from various sides (La Franca (1909), 
Hari (1912), Fuchs and Roth (1912), Wilenko (1912), 
Bernstein and Falta (1918), Bornstein and Miller (1921), 
Abelin (1922), Lymann, Nicholls and Mec Cann (1923) 
and Senga (1926) etc.), but most of the recent investigators 
seem to deny the promoted combustion of sugar since the 
respiratory quotient is not raised by the injection of adrenalin. 

If the combustion of sugar is not promoted by adrenalin 
and if sugar is the only source of blood alcohol, hyper alcohol- 
emia would not appear in adrenalin-hyperalcoholemia. - 


SUMMARY. 


The amount of physiological alcohol in the blood of animals_ 
is increased by the injection of adrenalin. 
I wish to express my heartiest thanks to Professor Dr. K. 


Yamakami for much help and advice. 
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INTRODUCTION. 


Since Biilmann made -use of the quinone-hydroquinone 


equilibrium, 


CoH, (OH), <—_—_—_. Cs5H,O.+ Hi, 


for the measurement of the hydrogen ion concentration, it has 
been confirmed and recommended by several investigators, among 
whom Sérensen and others, La Mer and Parsons, Kolthoff, 
Cullen and Biilmann, and Itano and Hosoda should be 
mentioned. As to the scope of the Py, to which the method can be 
applied, Biilmann asserted it as applicable when the Pu is less 
than 8.5, and Itano and Hosoda came to the same conclusion. 


We repeated to confirm this limi- 
tation with our own arrangement, and 
then we tried to make use of the me- 
thod for some biological materials, and 
especially the gastric juice. 


METHODS. 


Our. electrode vessel is sketched in 
Fig. 1. The capacity is 2-5¢.c. First 
quinhydrone:.powder (Kahlbaum’s pre- 
paration) is put in the vessel and the 
liquid is poured into it, and then it is 
stoppered and shaken. The stopper has 
a sealed platinum wire and a mercury 
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Fig. 1. 
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contact, which serves as the electrode. It is necessary to saturate 
the liquid with quinhydrone, so that it must be confirmed every 
time that some powder is remaining on the bottom after the vessel 
is shaken. It was confirmed experimentally that shaking for 3 
minutes is quite enough to attain the equilibrium, and that the 
amount of the remaining powder, as well as the air bubbles in 
the vessel do not influence the result. For the othez half ele- 
ment a N/10 calomel electrode is used, and the liquid junction 
is established by a saturated KCl solution. 


LIMITATION OF THE APPLICABILITY OF 
THE METHOD. 


In order to confirm the applicability of the method, stand- 
ard buffer solutions of various hydrogen ion concentrations were 
prepared after Sérensen, and the Py of each of them was 
measured, once by means of the usual hydrogen gas electrode, 
and then by present quinhydrone method. For these two cells 
one and the same calomel electrode was used, and both sets 
were immersed in a thermostat of 18°C, at which te mperature 
all measurements were ¢arried out. For the former method we 
_ applied the wellknown Nernst formula, 


E-Ey 
0.0001983 T 
were E is the potential observed, and E, the normal electrode 
potential. Similarly, it is given for the latter method that 

Bg—Eoq 
0.0001983 T ’ 
where E, and Ey, have meanings corresponding to E and Eb, 
but in the quinhydrone cell. 

When we take the-calomel electrode as the positive pole of 
the cell, as is usually done, both E and E, are positive, and 
i is larger than Ey for a practically measurable scope, so that 
K— Ey is always positive. In the quinhydrone method it is not 
so. When the calomel electrode is taken as the positive pole, 


Pa= 
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E, is negative for the more acidic side and positive for the 
more alkaline side where Pu=6.3, Ey, being naturally negative. 
Therefore it is advisable for preventing any confusion to take 
the calomel electrode negative, so that E, is positive and to 
write the equation thus: 


= Eva —E, 
0.0001983 T° 


Pu 


For any acidic solution with a Py more than 6.3, E, is also 
positive. When the solution is more alkaline than Py=6.3, 
however, KE, is a negative figure, and obviously we must take 
the sign into consideration in our calculations. 

Now, in order to compare the results of the two measure- 
ments, E and E,, there is no need to calculate the values of 
the Py separately, but it is more convenient to take the follow- 
ing procedure. 


We have 
0.0001983 TPr=E—E)=Ey,— Eq, 
or E+E,=E,+E.,=a constant. 


Thus, as far as the quinhydrone method gives reliable data, 
E+E, must be a constant. In other words, if E+E, is not a 
constant, but gives an increase or decrease with increased Py, 
the quinhydrone method should not be applied for such a range 
of Py. Table I gives our results, in which it is seen that 
E+E, is constant till Px=8.3, which is about the limitation 
of the applicability of the method, and that the mean Ep, is 
0.366 for the applicable zone. We see, too, that at about 
Py=6.8, E, vanishes numerically. According to Itano and 
Jfosoda this valve should be 6.350. 

By repeated measurements with 1/100 N. JICl solution, 
which is used generally in our Institute for standardizing the 
normal electrode potential, 0.867 was obtained for the value of 
Ip, so that we will adopt this figure for farther calculations 
in this report. 
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THE METHOD IS NOT APPLICABLE FOR THE 
BLOOD OR FOR SERUM. 


When horse’s blood or serum was measured by the quin- 
hydrone method, the equilibrium state was not attained, but 
the E, generally increased with time. In the case of serum, 
Cullen and Biilmann proposed to take the measurement immedi- 
ately after the addition of quinhydrone. According to our 
results (Table II) it is not correct. It gives the correct value, 
i.e. the same value as that obtained by the hydrogen gas elec- 
trode method, sometimes after a few minutes, sometimes after 
more than 10 minutes, or sometimes it gives too large a value 
from the beginning. Thus we maintain that the quinhydrone 
method is not applicable to blood or serum. 


UsE OF METHOD FOR GASTRIC JUICE. 


For the measurement of the Py of gastric juice, the quin- 
hydrone method affords excellent results. Our results are given 
in Table III. The material is the author’s own juice collected 
one hour after the Ewald-Boas breakfast. The coincidence of 
the results obtained by this method with those by the hydrogen 
gas electrode method is quite satisfactory. 


Usk OF THE METHOD FOR ELECTROMETRIC TITRATION. 


As was mentioned above, this method is not influenced by 
contact of the solution with air, and the equilibrium is attained 
within a few minutes. Therefore the method is suitable for 
electrometric titration. We tried this once with 1/50 N. HCl 
solution and then with gastric juice, and checked the results 
by the hydrogen gas electrode method. See Table IV and V. 
For the former the quinhydrone method gives a reliable result 
till Pi=8.6. For the gastric juice, two other similar experi- 
ments were carried out and it was found that the limit is 
Pu=8.2. 
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SoME CONSIDERATIONS OF THE TITRATION OF 
THE GASTRIC JUICE. 


For the measurement of the free and fixed HC] in the gastric 
juice separately, the indicator titration method is generally used. 
From the standpoint of theoretical consideration, however, this 
is open to doubt, as was discussed by Michaelis. It is natural 
that the Py value of the juice gives the amount of free HCl 
in it, as there are no other strong acids, and weak acids are 
all in an undissociated state in the coexistence of such a strong 
acid as HCl. The titration of the tota! HCl, namely the free 
and fixed HCl together, is not so simple. Theoretically speak- 
ing, it ought to be titrated till all the HCl fixed by the proteins 
and similar buffer substances are freed from the latter, and the 
endpoint of the Py in this state varies according to the sorts 
of proteins. The usual titration with phenolphthalein, i. e. 
titration till about Px=8.2-8.5 is quite groundless. 

In order to realise this theoretical consideration, however, 
it is necessary to know all sorts of proteins and similar sub- 
stances contained in the gastric juice. In the present study we 
took three substances, albumin, albumose and peptone, and 
studied, by means of the quinhydrone method, how the titra- 
tion curve of the HCl will be influenced by the existence of 
these substances. Of course, it was tested that the method gives 
reliable results in this case. 

First, the titration curve of the 1/50 N. TIC] solution was 
studied, and then the same HCl solutions, but containing yari- 
ous amounts of albumin (Albumin from blood, Merck) were 
studied in the same way. As is well known, the titration curvé 
of a pure HCI solution:has a vertical part, where the addition 
of a drop of the NaOH solution causes a jump of the Py value, 
and this critical amount of the NaOl solution used for titra- 
tion is the exact correspondence of the measured acid. When 
the acid solution contains albumin, the titration curve shows 
no such jump, but a gradual increase of the P,, with the addi- 
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tion of the alkali, so that we have no means of determining 
what value of Py is to be taken as the endpoint of titration. 
In our results, however, we see that all titration curves of the 
solutions containing the albumin in varied amounts inte-sect 
at a point which lies on the jumping scope of the titration 
curve of the pure acid solution. See Table VI and Fig. 2. 
This point of intersection is the isoelectric point of the albumin. 
We see that this point lies on Py=6.08, and accordingly, in 


Fig. 2. 


i LS og Ok ee ee ee 


order to titrate the amount of HCl in a solution containing 
the albumin, the endpoint of titration should be taken at this 
point. Theoretically speaking, titrating it to this point is not 
complete, as this point lies before the point of ideal neutrality 
(Pu=7.07 at 18°C). Practically, however, this error corresponds 
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to ca. 0.001 cc. of the N/50-solution diluted in 20 ce., so that 
it is quite negligible. Similar experiments were carried out 
with HCl solutions of N/100, N/25 and N/5 and the isoelectric 
point of the same albumin was found to be Py=6.16, 5.97 
and,5.96 respectively. See Tables VII, VIII and IX, and Figs. 
3,4and5. Taking the average of these four data, the isoelectric 
point of the albumin is given as Py=6.04. 

With albumose (Albumose, Schuchardt) and peptone (Teru- 
uchi’s peptone) similar experiments were undertaken and the 
endpoint of titration i.e. the isoelectric point of the substance 
was found to be Py=6.25 for the albumose and Py=5.54 for 
the peptone. See Tables X, XI, and Figs. 6, 7. 


Fig. 3. 
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Fig. 4. Fig. 5. 


With respect to human gastric juice no decisive endpoint 
can be given until we know the isoelectric points of the proteins 
and similar substances contained in it. We can only suppose 
that this point will be about Pr=6.0, and not 8.2-8.5 which 
is the endpoint of phenolphthalein. 


ON THE MODE OF FIXATION or HCl By PROTEIN 
MOLECULES. 


There are two possibilities in this mode, i.e. the salt for- 
mation and the adsorption. Protein molecules are amphoterie 
electrolytes and behave as a base in an acid solution, and neut- 
ralise the acid. On the other hand, they may adsorb either 
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Fig. 6. Fig. 7. 


NaOH CeCe 


anions or cathions or .both ions on their molecular surface. 
Now, in order to have some clue as to this question we carried 
out the following experiment. 

First, a HCl solution of a certain concentration was measured 
by the quinhydrone method, and then the same HCl solutions 
but containing varied amounts of the peptone were measured 
in the same way. The difference of these two measurements 
gives the amount of hydrogen ion fixed by the peptone. This 
experiments is not enough to decide if the neutralisation equl- 
librium be established in the solution, but it is possible to 
judge whether or not the Freundlich adsorption formula holds. 
This formula is given as 

” _=q[H']» 


nN 
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where m is the amount of the peptone in 1 L. solution, and 
x the concentration of the hydrogen ion fixed by the peptone. 
Rewriting the formula we have 


v 1 
log ——-=loga——— Px 
m n 


This is a straight line equation as to log ae and Py. The 
results of our experiment and the computations are given in 
Tables XII and XIII. Here we see that the equation holds 
within the limit of experimental error. Similarly, it was ex- 
amined with HCl solutions of various concentrations and a fixed 
concentration of peptone, and the same conclusion was confirm- 


ed. (Table XIV.) 


SUMMARY 


1. The quinhydrone method is applicable when the solu- 
tion has a Py less than 8.5. 

2. The method gives no reliable results for the blood or 
for serum. 

3. ¥he method is adaptive for the Pj measurement of the 
gastric juice and its titrimetry. The limit of its application 
is Pyr=8.2. 

4. The isoelectric point of albumin is found to. be Pu 
=6.04, that of albumose 6.25, and that of peptone 5.54. 

5. In order to titrate the total amount of TIC] in a solu- 
tion containing one of these substances, the endpoint must be 
taken at its isoclectric point. It is therefore conceivable that 
the ordinary way of titrating the total IICl in gastric juice, 
using phenolphthalein as the indicator, includes a serious error. 

6. The fixation of the hydrogen ion in a TICl solution 
by the intermixture of peptone follows the Freandlich adsorp- 
tion formula. 
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This research was carried out at the suggestion and with 
the advice of Prof. R. Shoji of the Institute, and this paper 
was read before the second general meeting of the Nippon 
Biochemical Society on October 80, 1926. 


When this paper was ready to be sent to this journal, 
Scukareft’s article just published (Biochem. Z. 180, 117, Jan. 
1927) came to our notice in which he maintained that the total 
HCl of gastric juices is to be titrated to P\,.=6.20 
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TABLE I. 
18°C 

Pe tad (aco Eq Er Sa Eoa 
No. 1. 0.454 2.03 +0.250 0.704 0.367 
No. 2. 0.589 4.38 40.115 0.704 0.367 
No. 3. 0.596 4.49 +0.109 0.705 0.368 
No. 4. 0.664 5.67 +0.040 | 0.704 0.367 
No. 5. 0.700 6.29 +0.003 0.703 0.366 
No. 6. 0.712 6.50 —0.010 0.702 0.365 
No. 7. 0.758 7.30 —0.055 0.708 0.366 
No. 8. 0.775 7.59 ~0.071 0.704 0.365 
No. 9. } 0.811 8.21 —0.108 0.703 0.366 
No. 10. 0.817 8.32 —0.113 0.704 0.367 
No. 11. 0.838 8.69 —0.187 0.701 0.367 
No. 12. 0-851 8.90 —0.160 0.691 0.354 
No. 13. 0.863 9.12 —0.185 0.678 0.341 
No. 14. 0.881 9.43 —0.206 0.675 0.338 
No. 15. 0.921 10.12 —0.257 0.663 0.326 


No. 1. a HCl; No. 2—4. Citrate mixture; No. 5—8. Phosphate mix- 


ture; No. 9—15. Borate mixture. 
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TABLE II. 
18°C 
: Pu from ‘ Pa from 
t(min)| Eq Ee t (min)| Ea E, | Remarks 
e: 2 | -0,089/ 7.90 | 4 | -0.079| 7.73 
g & 3 3 |-—0.091| 7.94 g & 5 |—0.080! 7.75 
5 ES 4 |-0.091] 7.94 | 5 Ee 7 | 0.080) 7.75 
WD in 4 

on 5 | -0.098| 7.97/22" | 10 | —0.080| 7.75 
Rs 2. | 15 | 0.082] 7.78 
Al aT 20 | —0.083| 7.80 
= c) 25 | —0.085| 7.88 
: 2 | —0.078| 7.73 3 | 0.101} 8.11 
2 3.5 | 0.085} 7.83 | & 6 | —0.103] 8.15 
ae 4 |-0.084| 7.82 | 3% 9 10,108) 8:15 
ay 5 |—0.085| 7.88 | oi | 13 |=0.102| 8.18 

A 6 | 0.085) 7.88 | =~ 14 | -0.114} 833 | Shaken 
Pas 8 |-0.085/ 7.83 | 8&8 16 |—0.111| 8.28 
DE 10 | —0.085] 7.83 On 23 | —0.112| 8.80 
ae 15 | —0.086] 7.85 | °& 25 |—0.113] 8.32 
iS 30 | -0.091/ 7.94 | 2 45 |-0.117| 8.39 
60 |—0.119| 8.42 

3 | 0.084] 7.82 | 2.5 | —0.074| 7.64 | Shaken 

- 4 |-0.077) 7.69 | » 6 |-—0.101|} 8.11 | Shaken 

oie 5 | —0.074] 7.64 | Soo 3.8 | —0.118| 8.40 | Shaken 
de 6 | 0.076} 7.68 | te 9.5 | —0.113| 8.32 
A 7 |-0078| 7.71 | BY | 105 |—o111} 8.28 
Eg 8 |-0.081] 7.75 | Be 13 | —0.108! 8.23 
Se 10 | 0.082} 7.78 | a £ 1) var, 107 |, Sel 
— 12° | —0.084| 7.82 | wy 18 | —0.106] 8.20 
ae 20 | —0.087| 7.87 ge 19 |—0.105] 8.18 

Z 25 |—0.004| 7.99 | 4 a1 | 07191} 8.46" | ‘Shaken 

. 23 | —0.128| 8.57 | Shaken 
P 3 | -0.059] 7.38 2 |—0.012| 6.57 
as 6 |-0.074| 7.64 | 8 5 |—0.020| 6.71 
SQ 7 |=0.077| 7.69 | Ss 6 | —0.048| 7.19 
air | 10 |—0.085] 7.83 | 4") 9 | 0.048] 7.19 
= 15 | —0.093) 7.97 | 48 10 | —0.048| 7.19 
2H | 920 |-0.097| 8.04 | $8 | 15 |-0.054/ 7.30 
aa me 18 | 0.062] 7.44 
$f, 00 20 | —0.069| 7.56 
es 2 25 |:—0.080) 7.75 
A 49 | 0.098] 8.15 


424 S. Mori: 
TABLE III. 
Gastric Juice. 18°C 
E Pu fromE Eq Pr from Eq 
No. 1. 0.446 1.89 +0.259 1.88 
No. 2. 0.448 1.92 +.0.257 1.90 
No. 3 0.447 1.90 +.0.257 1.90 
No. 4. 0.488 2.61 +0.216 2.62 
No. 5. 0.522 3.21 +0.182 3.21 
TABLE IV. 
Titration of = HCl solution (10 ce.) 18°C 
Vv 
Nie 4 heme ee a ae oa a 7 
oN 
50 ices E Pit from E Eq Pir from Eq 
ce. 
0-0 0.438 1.75 . +0.266 1.75 
0.5 : a + 0.263 1.80 
1:0 0.443 1.83 +0.261 1.85 
2.0 ~ —_ +0.255 1.94 
3, 0.453 2.01 +0.250 2.03 
4.0 = +0.248 2.15 
5.0 0.468 987° | = ee nee 2.97 
6.0%) | | +0.228 2.41 
TO 5 0.490 2.66 +0.213 2.67 
9.0 | 0.675 5.86 +0.028 5.88 
10.0 | 0.836 8.65 — 0184 8.68 
11.0 0.857 9.01 — 0.157 9.08 
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PABLE -¥. 


Titration of the gastric juice. (10 cc.) 18°C 


4 Gees E Pu from E | Bi, Pu from Eq 
0.0 0.449 2.08 + 0.255 2.08 
0.2 0.449 2.08 +0.255 2.08 
0.5 = — + 0.243 2.15 

, 0.7 = ~- + 0.242 2.16 
1.0 0.462 2.17 +0.241 2,18 
1.5 a — +0.240 2.20 
2.0 0.467 2.25 +0.28 2.27 
2.5 = — +0.227 2.44 
3.0 = — + 0.206 2.79 
3.5 — = +0.193 3.03 
4.0 0.526 - 3.28 +0.178 3.29 
4.5 — = +0.171 3.40 
5.0 _ = +0.160 3.59 
5.5 = — +0.150 3.74 
6.0 0.569 4.02 +0.136 4.02 
6.5 -- = 40:12] * 4.28 
7.0 — ; ae +0.098 4.68 
7.5 ra = +0.070 5.15 
8.0 0.683 6.01 +0.019 6.08 
8.5 = a +0.016 6.10 
9.0 0.759 82 ~0.054 Tol 
9.5 — — —0.082 7.80 
10.0 0.805 8.12 —0.102 8.15 
10.5 0.817 8.33 —O0.117 8.41 
11.0 0.821 8.40 —().124 8.55 
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TABLE VI. 


I. ae HCI solution 5 cc.+H,0 20 ce. 


idle 2 HCl solution 5cc.+2% albumin 2cc.+H,O 18 ce. 


10 

JU = HCI solution 5 cc.+2% albumin 5cc.+H,0 15 cc. 

IV. ~ HCI solution 5 Ce. +296 albumin 10cc.+H,O 10cc. 

Me 7 HCl solution 5 ec.+2% albumin 20 cc. 

= NaOH I II 100) IV Vv 
50 Puy Pu Py Pu Pa 
pe ECE: 

0.0 1.64 1.69 aeri7 1.94 2.61 
1.0 1.65 = — = 

2.0 1.67 1.74 1.84 2.04 2.85 
4.0 1.74 1.82 19 2.16 3.07 
6.0 1.82 1.89 2.01 2.28 3.29 
8.0 1.89 1.98 2.10 2.45 3.53 
10.0 1.98 2.08 2.21 2.64 3.79 
12.0 2.06 2.18 2.35 2.91 3.97 
14.0 2.18 2.30 2.54 3.25 4,22 
16.0 2.30 2.47 2.78 3.69 4.46 
18.0 2.47 2.67 3.20 4.07 4.74 
19.0 2.59 == = 4,29 4.89 
20.0 2.74 3.08 3.85 4.55 5.04 
21.0 2.95 3.53 4.26 4.82 5.11 
21.5 3-10 ca — — — 
22.0 3.30 4.07 4.74 5.20 5.49 
23.0 4.28 5.09 5.43 5.64 5.81 
23.5 5.11 — = ane ee 
24.0 6.97 6.65 6.39 6.29 6.18 
25.0 — — 7.70 7.32 6.66 
26.0 — = —_— ao 7.44 


The concentration of the original HCl solution is not exactly 0.1N., but 
0.096 N. 
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TABLE VII. TABLE VIII. 
ib + HO solution 5cc.+H.O 1B a HCl solution 5cec.+H,0 
20 c.c. 20 c.c. 
II. a HCl solution 5cce.+2% I. ~ HCl solution 5 cc. +2% 
albumin 10 cc.+H,.O 10 ce. albumin 10¢.c.+H,O 10ce. 
III. —\- HCl solution 5c. +2% I. X— HOI sotution 5 0c. +2% 
albumin 20 cc. albumin 20 cc. 
= NaOH| J | An = NaOH] I II Ur 
a Pa Pu Pu ae Pu Pr Pu 
0.0 1.94 2.71 3.90 0.0 138° | 1.50") “2.67 
0.5 = = 3.97 2.0 1.43 | 1.538 — 
1.0 1.99 | 2.91 4,04 4.0 1.47 | 1.60 |. 1.79 
2.0 2.04 | 3.10 | 4.17 8.0 155° | 170" | 21,94 
3.0 2.10 3.30 4.29 12.0 1.65 1.81 2.10 
4.0 2.15 | 3.58 | 4.45 16.0 L7A | 198 | 2.28 
5.0 2.21 3.76 | 4.58 20.0 1.84 | 2.08 | 2.50 
6.0 2.30 | 4.00 | 4.74 24.0 1,94" | © 2.28 2.84 
7.0 2.40 | 4.24 | 4.87 28.0 2.08 | 2.45 | 3.22 
8.0 252 | 4.51 5.038 32.0 2.21 2.76 | 3.65 
9.0 2.67 | 4.80 | 5.26 36.0 2.40 | 3.27 | 4.09 
10.0 2.95 | 5.14 | 5.52 40.0 2.66 | 4.05 | 4.57 
11:0 3.41 5.60 | 5.81 44.0 3:27 | 4.94 | 5.21 
11.5 4.86 | 5.93 | 6.00 45.0 | 8.71 | 5.82 | 5.45 
12.0 6.92 6.29 6.24 46.0 4.89 | 6.59 | 5.72 
bas = 6.78 | 6.46 46.5 5.53 | 5.84 | 5.89 
13.0 — 7.43 | 6.76 47.0 6.89 | 6.20 | 6.08 
13.5 — (As 7.41 48.0 7.09 6.51 
14.0 — 8.01 | 7.72 49.0 — 708" |) Tae 
15.0 <= = 7.90 


The concentration of HCl used is 


The concentration HCl used is approximate. 
approximate. 
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TABLE IX. 
I. N. HCl solution 5cc.+H,O 20 cc. 
II. N. HCl solution 5cc.+3% albumin 10cc.+H.O 10 cc. 
T1lI. N. HCl solution 5cc.+3% aibumin 20 cc. 
IV. N. HCl solution 5cc.+6% albumin 20 cc. 
a NaOH I II Til IV 
ae Pu Pu Pir Pu 
0.0 0.78 0.83 0.89 0.95 
4.0 0.83 0.90 0.99 1.09 
12.0 0.97 1°09 1.18 1.34 
20.0 1.16 1.32 1.47 1.78 
24.0 — == 1.72 — 
25.0 1.29 1.60 — 2.39 
30.0 1.50 2.06 2.61 
32.0 — = 2.93 3.17 
33.0 — ~ 3.22 — 
35.0 1.79 2.59 3.71 4.20 
38.0 2.34 4.46 — 
40.0 2.95 4.82 5.22 5.49 
41.0 4.94 5.74 5.85 5.89 
41.2 6.47 6.04 — — 
41.5 7.60 6.66 6.28 6.18 
41.7 §.01 — — a8 
42.0 = 7.60 6.62 6.37 
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TABLE X. TABLE ole 
if HCI solution 2 cc.+H,O it. + HO solution 2cc.+H.O 
10 cc. 10ez¢; 
1B & a HCl solution 2c¢c.+3% JOE ~*~ HCl solution 2cc.+3% 
peptone 5 cc. albumose 5cc.+H.O 5 cc. 
iW Wt. ~ HCl solution 2 cc. 4-3% 10 0 =~ HCl solution 2 cc.+3% 
peptone 10 cc. albumose 10 C.C. 
=. NaOH I II III ~ NaOH) I II III 
oes Pu Pu Pu Ce. Pu Pu Pu 
0.0 1.67 3,41 4.07 0.0 1.67 4.34 4.91 
1.0 1.74 3.54 4.14 1.0 1.74 4.49 5.03 
2.0 1.81 3.68 4.22 2.0 1.81 4.62 5.11 
3.0 1.89 3.78 4.33 3.0 1.89 4.75 5.21 
4.0 1.99 3.95 4.45 4.0 1.99 4.82 5030 
5.0 2.10 4.14 4.58 5.0 2.11 5.00 5.49 
6.0 2.25 4.34 4.74 6.0 2.29 5.20 5.60 
7.0 2.44 4.60 4.92 7.0 2.44 5.39 5.78 
7.9 2.06 4.77 —- 7.0 2.57 5.83 
8.0 2.74 4.94 5.16 8.0 2.69 5.65 5.96 
8.5 3.00 5.16 — 8.5 2.93 5.82 6.04 
9.0 3.73 5.40 5.42 9.0 3.74 6.02 6.12 
9.5 6.59 6.66 5.00 9.5 6.60 6.25 6.27 
10.0 8.18 5.84 3.71 10.0 8.15 6.52 6.38 
10.5 — 6.11 5.83 10.5 ad 6.80 6.58 
11.0 —_ 6.37 5.98 11.0 = — 6.75 
i - ie ars The concentration of HCl used is 
12.0 — 6.80 6.25 approximate. 
12.5 — — 6.37 
13.0 — — 6.49 
13.5 — — 6.59 
14.0 _- —— 6.75 


The concentration of HCl used is 
approximate. 


430 S. Mori: 
TABLE XII. 
= HCl 2% peptone H,0 CH es a 

eo: CG Mae P = (calculated) 
2.00 0.0 8.00 | 1.923 10-2 = = 
2.00 2.00 6.00 | 7.998 x 10-3 | 5.616 x 10-3 | 5.754 x 10-3 
2,00 3.00 5.00 | 4.436 10-3 | 4.931 x 10-3 | 5.023 x 10-3 
2.00 4.00 4.00 | 2.323 x 10-3 | 4.297 x 10-3 | 4.936 x 10-3 
2.00 5.00 3.00 | 1.182 x 10-3 | 3.620 x 10-3 | 3.548 10-3 
2.00 6.09 2.00 | 5.741 10-4 | 3.109 x 10-3 | 2.999 x 10-3 
2.00 7.00 1.00 | 3.420 10-4 | 2.698 x 10-3 | 2.636 x 10=3 
2.00 8.00 0 2.143 x 10-4 | 2.378 x 10-3 | 2.371 x 10-3 

—— = 0.2476 ce= 52.07 
TABLE XIII. 
Of 
ty BS | peptone | EROS | Gey |e 

ce. CC. (calculated) 
5.00 0.00 15.00 | 2.547« 10-2 = a 
5.00 3.00 12.00 | 1.880 10-2 | 3.890 x 10-3 | 3.927 x 10-3 
5.00 5.00 10.00 | 8.818 x 10-3 | 3.430 x 10-3 | 3.444 x 10-3 
5.00 7.00 8.00 | 4.635 x 10-3 | 2.979 x 10-3 | 2.958 x 10-3 
5.00 9.00 6.00 | 2.630 x 10-3 | 2.540 x 10-2 | 2.559 10-3 
5.00 10.00 5.00 | 1.766 10-3 | 2.372 x 10- | 2.307 x 10-3 
5.00 11.00 4.00 | 1,429 10-3 | 2.186 x 10-3 | 2.188 x 10-3 
5.00 13.00 2.00 | 7.907 x 10-4 | 1.898 x 10-8 | 1.871 x 10-3 
5.00 15.00 0.00 | 4.898 x 10-4 | 1.665 x 10-3 | 1.656 x 10-3 

1 
—— = 0.2587 a=84.18 
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TABLE XVI. 
0 x 
ce. ae nemo he | (H*] =~ Tn 
2 m 
(caleulat ed) 
i | rrr’ 
Sy HCl 10.00} — 10.00 |2,819x10-2|  — - 
N 
= HCI 10.00] 10.00 — | 7.780 10-4| 2.742 10-2 | 2.789 x 10-2 
N 
Gp HCI 10.00; — 10.00 |1.227x10-2}  — = 
N 
<a HCl 10.00] 10.00 — | 1,897 x10-4| 1.208 x 10-2| 1.197 x 10-? 
N 
= HCI 10.00] — 10.00 |8.818%10-3) — La 
Ss HCl 10.00} 10.00 — | 9.528 10-5| 8.228 x 10-3 | 7.906 x 10-3 
yo 10.0! — 10.00 | 4.189 10-3 
100 e e Py x ee 
= HCl 10.00] 10.00 — | 3,084 10-5 | 4.159 x 10-3| 4.011 x 10-3 
BS ci 1.00; | — 10.00 | 1.898x10-3}  — e 
om HCl 10.00! 10.00 — | 6.082 10-5] 1.822 10-3] 1.587 x 10-3 
N yo 10.00) — 10.00 |1.496x10-3| — = 
ay : ‘ 
a HCI 10.00! 10.00 — | 5.611x10-6| 1,491 x 10-3| 1.464 10-3 
poi 10.00)  — 10.00 |1.276x10-3) — = 
400 | 
ra HCl 10.00} 10.00 — | 4,416 x 10-8 1.272 x 10-3| 1.272 «10-3 


—— = 0.5967 a =0.5023 


Pt ae 


kos Le 
PS BN 
. 
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UBER DIE WIRKUNG DER CHEMIKALIEN 
AUF GLYCEROPHOSPHATASE. 


Von 
KENTARO INOUYE. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Chiba. 
Direktor: Prof S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 16. Marz 19927). 


Glycerophorsiure, ein Baustein des Lezithins, ist eine zwei- 
basische Saéure mit 2. Dissoziationskonstante von Pk 6.11, wie 
Kobayashi (1926) angegeben hat. Die Beziehung zwischen 
dem Dissoziationsgrad dieser Siure einerseits und der Ph-Ab- 
hangigkeit der Glycerophosphatase andererseits wurde von ihm 
untersucht und es wurde dabei festgestellt, dass die Affinitat 
dieses Ferments mit dem Substrat durch Verinderung der 
Wasserstofizahl des Mediums nicht veridindert wird und die 
Ph-Aktivitaétskurve dieses Ferments nicht einfach mit der elek- 
trochemischen Natur der Glycerophosphorsiure, sondern vielmehr 
mit der des Ferments zusammenhingen muss. Ich habe den 
Einfluss der Chemikalien auf dieses Ferment in Untersuchung 
genommen. Die Idee des Experiments ist wie folgt. 

Die giinstige Wirkung des Glycerophosphats gegen Rachitis 
wurde von Grosser (1920) gefunden. Robison, Koren- 
chevsky und Mitarbeiter (1923, 1925) haben bei der chemischen 
Untersuchung des ossifizierenden Prozesses die bedeutende Rolle 
der Hexosemonophosphorsiiure, die von Harden und Robison 
(1914) unter den Produkten der Zuckergirung gefunden wurde, 
und des diese Siure spaltenden Ferments hervorgehoben und 
bewiesen, dass die Injektion von Calcium- und Natriumglycero- 
phosphat die Zunahme der Verknécherung hervorruft, dagegen 
Natriumphosphat ohne solchen Einfluss bleibt. Nach Robison 
(1923) spaltet Phosphatase, die in dem ossifizierénden Knorpel 
der jungen Ratte und Kaninchen vorhanden ist und Hexose- 
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monophosphorsiure rasch hydrolysiert, auch Glycerophosphor- 
siure im gleichen Betrag ab. Anderseits wurde neuerlich von 
Brugsch (1926) angegeben, dass das Hexosemonophosphat, das 
bei Hydrolyse des Zymophosphats durch den Muskel entsteht, 
mit Robisons Hexosemonophosphat identisch ist. Auf- und 
Abbau des Lactacidogens im Muskel wurde durch die wertvolle 
Arbeit von Embden und Mitarbeitern (1924) sehr geklart und 
dabei wurde bewiesen, dass Fluor- und Calciumion nicht nur 
zu einer vollstindigen Hemmung der Lactacidogenspaltung, 
sondern zu einer ganz erheblichen Synthese von Lactacidogen 
fiihrten. Wenn Glycerophosphat und Hexosemonophosphat bei 
dem ossifizierenden Prozess und wieder Hexosemonophosphat 
und Hexosediphosphat bei Phosphorumsatz im Muskel unbestreit- 
‘bare Bedeutung haben, ist es interessant zu untersuchen, unter 
welchem Einfluss der Elektrolyte die Glycerophosphatase steht. 

Die optimale Aciditit der Glycerophosphatase wurde von 
Kobayashi (1926) als Ph 5.56 angegeben, die mit der von 
Nemec (1923) bei vielen pflanzlichen Glycerophosphatasen er- 
mittelten gut tibereinstimmt. Aber wenn die Ph-Abhingigkeit 
dieses Ierments, wie oben beschrieben, vielmehr von dem physi- 
kalisch-chemischen Zustand des Ferments, als dem des Substrats 
bedingt wird, mag der Elektrolytzusatz auch eine Veriinderung der 
optimalen Wasserstoffzahl herbeiftthren. Im folgenden Experi- 
ment wurde dieser Punkt auch nicht vernachlissigt. 

5ceem 2%iger Lésung von Natr. Glycerophosphat (Kahl- 
baum) wurden mit 20 ccm M/2 Acetatpuffer (Essigsiiure 7: Natr. 
Acetat 13) und 5ccm Wasser versetzt. Diese Lésung wurde im 
Wasserbad von 37°C gehalten und dann mit 25 ccm ciner vorer- 
wirmten 1%igen Takadiastaselésung gemischt. Gesamtes Volum 
100 ccm. Mit der Zeit zunehmendes anorganisches Phosphat 
wurde in 10cem der Lésung nach Zusatz mit 2cem Acetat- 
gemisch (100g Ammoniumacetat und 100cem Essigsiiure von 
der Dichte 1.04 in Wasser zu 11 gelést) mit Uranlésung titriert, 
bis ein herausgenommener Tropfen mit Ferrocyankalipulver 
eben einen briiunlichen Fleck bildete. 1 ccm Uranlésung ent- 
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spricht 0.00557 mg P,0Os. 

Kontrolle wurde bei jedem Versuch unter gleichen Bedin- 
gungen ohne Substrat ausgefiihrt und die Hauptversuche damit 
korrigiert. 

Bei der Untersuchung von Elektrolyteneinfluss wurden 5 cem 
Wasser mit.demselben Volum von 0.2 Mol Salzlésung ersetzt. 
Ohne Elektrolytenzusatz verlauft die Spaltung wie in folgender 
Tabelle angegeben. Durch Elektrolytenzusatz findet eine leichte 
Ph-Verschiebung statt. Aber von KCN, KCNS, KNO; und 
Na,SO, wird die Spaltung nicht merklich beeinflusst. 


TABELLE 1. 
Kontrolle KCN | KCNS KNO, Na.SO, 
. Fh | . 5.68 5.86 5.69 5.69 5.72 
i 1.47 ccm 1.22 cem 1.49 cem 1.46 com 1.386 cem 
2 22h 2.07 2.22 2.20 2.10 
33 2.66 2.43 2.69 2.69 2,60 


Mononatr.-Citrat tibt auch keinen deutlichen Einfluss aus. 


TAPRLGE.2: 
cee 5,42 5.5L 5.89 
1 1.39 com 1.67 com 0.96 ccm 
2 2.09 2,49 1.59 
8 2.52 8.08 204 


e 


Bei Ph 5.51 scheint eine giinstige Beeinflussung vorhanden 
zu sein. Aber da diese Aciditit der optimalen Reaktion nither- 
steht als bei der Kontrolle, darf sie nicht ohne weiteres als 
besiimmt bezeichnet werden. 
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Durch Calciumchlorid wird die Glycerophosphatase leicht 
gehemmt. 


TABELLE 3. 
Ph fe t>) dD 
St 5.51 5.62 5.73 
1 0.79 ccm 1.16 cem 0.46 ccm 
2 1.31 2.01 1.11 
3 2.05 2.22 27 


Einfluss des Fluorions ist auffallend. Zusatz von 0.2 Mol 
NaF hemmt total die Fermentwirkung. Ich habe zunichst die 
Konzentration der NaF-lésung immer 2 fach verdiinnt und sah, 
dass die Bildung der freien Phosphorsiure binnen 3 Stunden 
nicht zu konstatieren ist. Erst bei 0.00625 Mol tritt die Wirkung 
des Ferments zu Tage. Aciditét war in allen Versuchen Ph 5.84. 


TABELLE 4. 
Se NaF in te teres i : 
Pa 0.2 0.05 0.0125 0.0063 0.0932 
1 0) 0 0 0 0.60 cem 
2 0 0 0 0.88 com 1.44 
3 0 0 0 1.38 1.98 


Ich habe dann die Lage der optimalen Aciditit bei Fluorid- 
zusatz untersucht. Die Konzentration des Fluorids war 0.00625 


Mol. 
TABELLE JD. 
Ph : 2 
a BA 5.66 5.84 6.14 6.46 
1 Ocem 0.07cem| 0.09ccem| 0.10cem| 0.09 cem 
2 0.07 0.70 0.88 11 0.76 
3 0.19 1.15 1.38 1.47 t14 
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Die optimale Aciditét wurde nach der. alkalischen Seite 
verindert. Bei Ph 6.14 ist maximale Spaltung vorhanden. In 
der Gegend des Ph 5.5-5.6, der sonst der optimalen Aciditat 
dieses Ferments entspricht, ist nur weit geringere Hydrolyse 
zu sehen. 

Glycerin uibt bekanntlich durch Veriinderung der Eigen- 
schaft der Lésung einen hemmenden Einfluss auf die Ferment- 
wirkung aus. Bei Glycerophosphatase ist dies auch der Fall. 
Wie diese Hemmung, welche ihrem Wesen nach eine ganz 
andere in Klasse als die bei Fluorid gehért, gegen die optimale 
Aciditét sich verhdlt, ist interessant zu untersuchen. Konzen- 
tration des Glycerins ist 10% und das zugesetzte Volum 5 ccm. 
Versuchsanordnung sonst wie oben. 


TABELLE 6. 
ce eae 5.13 5.68 5,85 6.31 
1 0.02 ccm 0.05 ccm 0.10 ccm 0.06 ccm 
2 0.05 0.15 0.66 0.20 
3 0.11 0.82 0.91 = 


Wie die obigen Zahlen zeigen, ist die optimale Aciditat 
nach der alkalischen Seite verschoben. Bei Ph 5.85 wirkt das 
Ferment kraftiger als bei Ph 5.66, obwohl in den Versuchen 
allgemein starke Hemmung vorhanden ist. Beide Substanzen, 
NaF und Glycerin, deren Hommungsmechanismen sicher von 
einander verschieden sind, verindern die optimale Aciditét und 
zwar in diesen Fallen nach der alkalischen Seite. Dies setzt 
einerseits voraus, dass die Ph-Aktivititskurve der Glycerophos- 
phatase vielmehr von dem physikalisch-chemischen Zustande 
des Ferments selbst bedingt wird und anderseits, dass die 
optimale Aciditit dieses Ferments je nach der Bedingung, 
welche an dem Ferment eine Zustandsinderung herbeifihrt, 
verinderlich ist. Willstatter hat bei der Untersuchung tiber 
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Magenlipase gefunden, dass die optimale Aciditit nach Reini- 
gung der Neutralitaét sich n&hert. Bei Glyzerophosphatase wurde 
auch Inkonstanz der optimalen Reaktion bestatigt. 

Dann wurde der Mechanismus der Hemmung des Fluorions 
untersucht. 25ccm 1%iger Fermentlésung wurden 5ccm 0.2 
Mol Natr. Fluorid zugesetzt und 1 Stunde bei Zimmertem- 
peratur stehen gelassen. 15 ccm der Lésung wurden’mit 10 ccm 
Acetatpuffer, 10cem 5%iger Glycerophosphatlésung und 15 cem 
Wasser versetzt.° Phosphatzunahme ist natiirlich nicht za 
konstatieren. Andere 15cecm der Lésung wurden mit 5ccm 
0.2 Mol CaCl, versetzt und von dabei entstehendem Niederschlag 
filtriert. Zum Filtrat wurden 10 ccm Glycerophosphatlésung, 
10cem Acetatpuffer und 5ccm Wasser zugesetzt. In 4 Stunden 
war eine kleine Zunahme des anorganischen Phosphats zu 
sehen. Natr. Fluorid zerstért also Glycerophosphatase, und in 
sehr verdtinnter Konzentration tibt das Salz wie schon angegeben 
eine hemmende Wirkung aus. 

Die Beeinflussung des Glycerins wurde oben durch die 
Verainderung der physikalisch-chemischen Eigenschaft des 
_ Lésungsmittels erklart. Wenn dieser Einfluss nach der Hemmung 
der Spaltung auftritt, ist zu untersuchen, ob er die Synthese 
des Glycerophosphats aus seinen Komponenten begitinstigen 
wiirde. 


TABEELE 71 

Ht II III’ IV 
10% Glycerin 10 ccm 10 cem 10 ccm 10 cem 
M/3 KH,PO, 4) 55 5.5 27.5 
M/3 K.HPO, 10 4.5 4.5 22.5 
M/2 Essigsaéure 3 3 0 3 
M/2 Acetat @ a 10 7 
Fermentldésung 25 3) 25 25 
Wasser 5 45 45 5 
Ph | 5.56 5.75. 6.58 6.87 
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In diesem Versuch konnte ich keine Abnahme des Phos- 
phats nachweisen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Wirkung der Glycerophosphatase wird von Fluovion 
stark unterdriickt. Citrat- und Ca-ion tbt nur einen kaum 
merklichen Einfluss darauf aus. 

Durch Fluorion und Glycerin wird die optimale Aciditat 
nach der alkalischen Seite hin verschoben. Bei Fluoridzusatz, 
Ph 6.1. und bei Glycerinzusatz, Ph 5.8. Diese Tatsache besagt, 
dass dieses Ferment seine optimale Wirkung in verschiedener 
Aciditét austiben kann, je nach dem Zustand des Ferments und 
des Lésungsmittels. 

Fluorid wirkt in héherer Konzentration zerstérend auf 
-Fermente. Die Wirkung des Glycerins auf Lésungsmittel begtin- 
stigt nicht die Synthese von Glycerophosphat. 
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UBER EIN TETRAPEPTID AUS GLIADIN. 


Von 


RYOSUKE NAKASHIMA. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Chiba. 
Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 16. Marz 1997.) 


In der vorigen Mitteilung (1926) habe ich die Eigenschaft 
des Tetrapeptids erwahnt, das bei peptischem Abbau des Gliadins 
gebildet wird und aus 1 Mol. Tyrosin, 2 Mol. Glutamin und 
1 Mol. Glutaminsiure zusammengesetzt ist. Dieses kristallinische 
Tetrapeptid ist in folgenden Punkten beachtenswert: erstens, 
dass es ein peptisches Produkt ist und zu dem noch nicht genug 
untersuchten intermediiren Spaltprodukt des Eiweisses, Pepton, 
gehért. Was ist Pepton? Das ist eine grosse biochemische 
Frage, die mit der Konstitution des Eiweisses und dem Wesen 
der Pepsinwirkung eng verbunden ist. Zweitens ist es interes- 
sant, weil das Polypeptid eine Amidogruppe an Glutaminsiure 
gebunden enthalt. Hiermit ist das Glutamin als ein Baustein 
des Eiweisses erwiesen, welche Andeutung zuerst von E. Fischer 
ausgesprochen wurde. Ich habe die Untersuchungen tiber das 
Tetrapeptid weiter fortgesetzt. Das Ergebnis wird im folgenden 
mitgeteilt. 

Das Tetrapeptid wurde zuerst desamidiert. 1,0 ¢ Substanz 
wurde mit 49ccm Barytlésung (enthalt 0,76 g Ba(OH),) unter 
Riickflusskiithler im Wasserbad 5 Stunden gekocht. Das obere 
Ende des Kiihlers ist mit dem Folinschen Kugelapparat ver- 
bunden, in weichen 1/10 normaler Schwefelsiiure gebracht wurde, 
um entweichendes Ammoniak aufzufangen. Dann wurde der 
Kolbeninhalt unter vermindertem Druck konzentriert, das dabei 
noch tiberdestillierende Ammoniak in N/ 10 Schwefelsiiure tiber- 
gefiihrt. Die gefundene Menge von Ammoniak war insgesamt 
0,0596 g, 1/3 des Gesamt-N (berechnet 0,0601 g) und die Desami- 
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dierung war vollstiindig. Der Kolbeninhalt wurde dann quan- 
titativ von Barium mit Schwefelsiure befreit, unter vermindertem 
Druck bei 40°C konzentriert und mit Alkohol gefallt. Der Nieder- 
schlag konnte trotz verschiedener Manipulationen nicht in 
Kristalle itibergefiithrt werden. Das Produkt ist ein weisses 
Pulver, leicht wasserléslich, unléslich in Alkohol und Ather. 
Schmelzpunkt 180-182°C unter Aufschéumen. Es zeigt deutliche 
Biuretreaktion. 

0,7562 ¢ der tiber Phosphorpentoxyd bis zu Gewichtskonstanz 
getrockneten Subsutanz in 25cem Wasser zeigt bei polarimetri- 
scher Untersuchung [e«]i = — 32,72. 2,0 ccm der Lésung wurden 
nach Folin mikrokjeldahlisiert. 

2,0 com (0,0605 g) Gefunden Berechnet 
neutralisierte H,SO; (N/50) 22,04cem 10,19% N 9,869 N 


Amino-N wurde in 2,0ccm der Lésung mit Van Slykes 
Mikroapparat bestimmt. 


Gefunden Berechnet 
N 2,65 ccm 2,49% N 2,46% N 
Temperatur 20°C Druck 762mm 


Durch diese Analyse ist festgestellt, dass wir hier ein Tetra- 
peptid aus 1 Mol. Tyrosin und 3 Mol. Glutaminsiure vor uns 
haben, und das; die vier Aminoséuren hintereinander siiureamid- 
artig gebunden sind. 

Die struktutelle Anordnung der Aminosiuren wurde zunishst 
untersucht. 20ccem der obigen Lésung (0,605¢ Tetrapeptid) 
wurden mit 5,5 com N NaOH versetzt und mit itherischer Lésung 
von 0,5 g &-Naphthalinsulfochlorid geschiittelt. Nach 1 Stunde 
wurde noch leem N NaOH zugefiigt und weiter 1 Stunde 
geschiittelt. Die wissrige Schicht wurde dann dursh Ather 
getrennt und mit Salzsiiure angesiuert. Die ausgefallene weisse 
Masse wurde mit Ather und Wasser gewaschen und im Vakuum 
ither Schwefelsiure getrocknet. Sie wog 0,59g. Diese wurde 
mit 10cem 10%iger Salzsiure 3 Stunden unter RiickfAusskithler 
hydrolysicrt und unter vermindertem Druck konzentriert, getrock- 
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net und mit heissem Wasser extrahiert. Ein unldslicher Riickstand 
wurde in Natronlauge gelést:und dann mit Salzsiure angesduert. 
Beim Stehen bildeten sich blatterige Kristelle daraus; Mit Wasser 
gewaschen und tiber Schwefelsiure getrocknet war die Ausbeute 
0,23 g. Die Eigenschaft der Substanz stimmt mit Dinaphthalinsul- 
fotyrosin tiberein."N-Gehalt wurde nach Folin bestimmt. 
0.0109 g Substanz Gefunden —_ Berechnet 
neutralisierte N/50 H.SO, 0,96cem . 2,64% N 2,4899N 


Es sintert bei 98-100° zusammen, wird lig bei 123° und 
schiumt bei 155° auf. Ausbeute ist 699 der berechneten 
Menge. Mischverfahren mit dem synthetisch dargestellten 
Dinaphthalinsulfotyrosin (Fischer, 1903) zeigt keine Verdnder- 
ung des Schmelzpunkts. 

Fiir andere Zwecke habe ich Dibenzoyltetrapeptid darge- 
stellt und fiige hier das Ergebnis hinzu.’3,0g Tetrapeptid, das 
wie oben geschrieben durch .Baryt von 2 Mol. Amidogruppe 
befreit wurde, wurde in 150ccm Wasser gelést und mit 6,6¢ 
Natriumbikarbonat versetzt. Die Lésung wurde dann unter 
Schiittelung mit 4,5g Benzoylchlorid in 3 Portionen in Ab- 
stiinden von 2 Stunden versetzt und die Schiittelung wurde noch 
3 Stunden fortgesetzt. Als sie nach der Benzoylierung mit Essig- 
siure angesduert wurde, fiel eine weisse voluminése Masse nieder. 
Aus dem Filtrat konnten nach Einengen unter vermindertem 
Druck noch bedeutande Mengen Niederschlag erlangt werden. 
Diese Substanz wurde im Vakuum gut getrocknet und im Soxhlets 
chen Apparat mit Petroliither extrahiert. Die petrolatherunlésli- 
che Substanz war ein weisses amorphes Pulver und wog 3,2 g,. 
Schmelzpunkt 135°. N-Gehalt wurde nach Folin mikrokjeldah- 
lisiert. 

0,0283 ¢ Substanz Gefunden Berechnet 
neutralisierte N/10 H,SO, 1,45 ccm 7,46% N 7,759% N 


Dass das Tetrapeptid aus 1 Mol. Tyrosin und 3 Mol. Glutamin- 
siure 1/4 des Gesamt-N als Amino-N enthilt, dass es 2 Mol. 
aromatischer Acylgruppe aufnehmen kann, und dass das Dinaph- 
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thalinsulfoderivat der Substanz bei Hydrolyse Dinaphthalinsul- 
fotyrosin liefert, spricht alles dafiir, dass die Substanz Tyrosyl- 
diglutamyl-glutaminsaure ist, in welcher 4 Aminosauren polypepti- 
disch verbunden sind. Die Diamidoverbindung dieser Substanz 
die aus Gliadin bei peptischer Verdauung entsteht, wird vorlaufig 
als Tyrosin-Glutamin-Glutamin-Glutaminsiure angegeben. 

Dieses Tetrapeptid ist nicht verdaulich durch proteolytische 
Fermente, nimlich durch Pepsin, aktiviertes Trypsin, aktiviertes 
Papain und Erepsin, was méglicherweise :ait seiner Unléslichkcit 
in Saéure und Alkali zusammenhingt. 

Das desamidierte Produkt, Tyrosyl-diglutamyl-glutamin- 
siure, wird auch nicht durch Pepsin, aktiviertes Trypsin und 
nichtaktiviertes Papain, wohl aber durch Erepsin und aktiviertes 
Papain gespalten. 

Papainlésung: 2% wissrige Lésung von Papayotin (Merck) 
wurde im Kollodiumsack 24 Stunden gegen fliessendes Wasser 
dialysiert. Diese wurde als nicht-aktivierte Fermentlésung 
gebraucht. 50ccm der Lésung wurden mit 10ccm M/10 Natr. 
Citratpuffer von Ph 5,0 und 10ccm der gegen Methylrot 
neutralisierten 3%igen Kaliumcyanidlésung versetzt und im 
Thermostat von 37° festgestopft 3 Stunden aufbewahrt. Diese 
wurde auf 100ccm verdiinnt und als aktivierte Papainlésung 
gebraucht. 

Erepsin wurde aus dem ‘Glycerinextrakt des getrockneten 
Schweinspankreas nach W aldschmidt-Leitz (1925) dargestellt. 

0,2g¢ Substrat wurde bei Trypsin- und Erepsinversuch in 
0,64cecm N NaOH gelést und mit 6cem M/10 Phosphatpuffer 
versetzt. Beim Papainversuch wurden 0,2 g¢ Substrat in 0,58 ccm 
N NaOH gelést und mit 6 ccm M/10 Natr. Citrat versetzt. Die 
Lésung wurde dann mit 2cem Fermentlisung gemischt und 
auf 20 ccm mit destilliertem Wasser verdiinnt. Ph wurde dann 
elektrisch bestlmmt. Bakterieller Infektion wurde durch Toluol 
vorzebeugt. 

Hydrolyse wurde im Thermostat von 37°C ausgefiihrt und 
durch Bestimmung der Zunahme von Amino-N in 2 ccm der 
Verdauungsfl lissigkeit mit Van Slykes Mikroapparat verfolgt. 
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Ferment Fepsin Trypsin Erepsin 
Ph 1,83 8,03 8,08 
Amino-N Amiuo-N Amino-N 
in in in 
2.G ecm 2.0cem 2.0 ecm 
mg % mg % mg % 
0 Stunde 000." 0,0 170,00 12,0 | 0,00 1 00 
4 0,00 0,0 0,00 0,0 0,034 23 
24 0,00 0,0 0,00 0,0 0,153 10,3 
48 0,00 0,0 0,C0 0,0 OS1Sa | eeolcy, 
120 0,00 0,0 0,00 | 0,0 0,959 | 65,5 
192 0,00 0,0 0,00 0,0 Ie 79,2 
15 Tage 0,00 0,0 0,00 0,0 1,30 92,6 
Papain 
Ferment 
nichtaktiviert aktiviert 
Ph 5,23 5,23 
Amino-N Amino-N 
in in 
2.0 cem 2.0 cem cr 
ia mg 06 mg 26 
0 Stunde 0,00 0,0 0,00 0,0 
4 | 0,00 0,0 0,00 0,0 
24 0,00 0,0 0,09 6,1 
48 0,00 0,0 0,22 14,9 
120 0,00 0,0 0,63 42,6 
192 0,00 0,0 0,78 52,8 
15 Tage 0,00 0,0 0,84 57,4 


Nach 15 Tagen ist die Verdauung bei Erepsin und auch 
bei aktiviertem Papain nicht mehr fortgeschritten. 
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Waldschmidt-Leitz (1925) kam durch Untersuchung 
tiber Trypsin und Erepsin zu dem Schluss, dass die proteolyti- 
schen Fermente nach den Wirkungen in 4 Gruppen eingeteilt 
werden miissen: Pepsin, aktiviertes Trypsin, Trypsin und Erepsin. 
Trypsin kann nur in von Enterokinase aktiviertem Zustande 
genuines Eiweiss angreifen, sonst bleibt seine Wirkung bloss auf 
Pepton beschrankt. Es spaltet auch keine einfachen Polypeptide. 

Die Wirkung des Erepsins ist dagegen auf einfaches Polypeptid 
-beschrinkt und von ihm wird weder Pepton noch Eiweiss 
abgebaut. 

Tetrapeptid aus 1 Mol. Tyrosin und 3 Mol. Glutaminséure 
wird, wie obiger Versuch zeigt, von Erepsin fast total hydroly- 
siert, aber nicht von Trypsin. Dass Desamiderung des pepti- 
schen Produktes, der Verbindung von Peptonstufe, die Angreif- 
- barkeit des Trypsins verhindert und die des Erepsins hervorruft, 
ist jedoch sehr bemerkenswest. 

Die Spaltung der Dipetide durch Papain wurde schon oft 
untersucht, und von Frankel (1917) und von Willstatter 
und Grassman (1924) festgestellt, dass cyanwasseratoffaktiviertes 
Papain Dipeptide nicht spaltet. Meine Tyrosyl-diglutamy]l- 
glutaminsiure wird von aktiviertem Papain zu fast 2/3 der 
Peptidbindung gelést. Durch Mangel des Substrats konnte ich 
leider die zuruckbleibende Aminosaurekette nicht bestimmen, 
aber dieses Resultat ist in Betracht der Ergebnisse von Frankel 
und Willstitter sehr interessant. 
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ON THE QUESTION OF THE ORIGIN 
OF PLASMA PROTEINS. 


By 


MICHISUKE KOMATSU. 
(From the Biochemical Laboratory, Tokyo Imperial University. 
Director ; Prof. Samuro Kakiuchi.) 
(Received for publication, February 28, 1927) 


INTRODUCTION. 


_In the previous papers the author reported (Komatsu, 
1927) that there was a considerable increase of the globulin 
fraction in the plasma protein of hematoperphyrin rabbit when 
the animal was exposed to sunlight and that the increased 
globulin was the same in its chemical nature as ordinary plasma 
globulin. 

Although there may naturally exist many possibilities 
regarding the origin of this increased globulin, the author’s 
attention has been led especially to the liver and muscle, there 
being, on the one hand, always a fair parallelism between the 
pathological appearance of the liver and the increase of plasma 
globulin observable, while on the other the maceration of the 
muscles of the poisoned animal conformed tho outstanding 
character. That the liver has a close relationship with the blood 
fibrinogen has been suggested by numerous clinical observations 
and also verified by many experimental results. For instance 
liver poisoning by arsenic acid (Doyon & Policard 1909), 
chloroform (Whipple & Ilurwitz 1911), or phosphorus 
(Corin & Ansiaux 1894) is always accompanicd by the 
reduction of the fibrinogen content in blood, and dogs with 
Eck fistula are deprived of the ability of fibrinogen formation 
when the replacement of a certain amount of blood of the animal 
has been replaced by defibrinated blool (Meck 1912). The 
relation between the liver and the serum globulin content has 
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been also suggested by some investigators. Filinski (1922, 
1925), from his clinical observation, made a confirmation of the 
fact in an experiment with an Eck fistula dog that the exclusion 
of the liver effected the increase of serum globulin and postulated 
a hypothesis that the liver plays ordinarily the role of converting 
the globulin derived from other tissues into serum albumin. 
Starlinger (1924) observed the reduction of serum globulin 
and fibrinogen after the hypodermal injection of thyreoglandol, 
with the simultaneous increase of serum albumin. Although 
the author made no explanation of the mechanism of the effect 
of the medicament there may be the possibility that the thy- 
reoglandol acted by way of the liver, when we recall the result 
of experiments by Stibel (1920) and Rothmann (1924) in 
which the authors showed the disappearance of protein deposited 
in the liver by the injection of adrenalin together with the fact 
that the adrenalin and thyreoide hormone act synergic. 
Moulton (1920) held the view that the muscle acts as a 
depot for the reserve protein and reported the decrease of - heat 
coagulable protein in muscle in the course of inanition or partial 
starvation. If we consider the fact that during starvation the 
globulin fraction of plasma protein tends to increase to more 
than the normal value (Tiegel 1880; Burckhardt 1883; 
Lewinshi 1903; Githens 1904), it seems to us worth while to 
take the relation between muscle protein and plasma globulin into 
our consideration also in the case of hematoporphyrin rabbit. 
In determining the origin of plasma proteins it is quite 
necessary to hold the possibilities in our mind, that the plasma 
protein can be synthesized elsewhere in the tissues from the 
amino acids, which have been absorbed after the meal or derived 
by the decomposition of tissue proteins during starvation, or 
that the globulin is afforded by the tissue and converted into 
albumin by the liver, as Filinski thinks, or that either albumin 
or globulin is synthesized by a definite kind of tissues for the 
supply and reserved therein for further use. Whatever it may 
be, to obtain the unique and definite result the simultaneous 
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study of the change of the protein feature of liver and muscle, 
two main tissues rich in protein, and of the change in the 
protein ratio of plasma seemed to be of primary importance. 
This consideration might be supported from the fact that after 
the bleeding the albumin first appears in blood plasma to be 
suppressed by the increase in globulin content afterwards 
(Henri & Mayer 1902; Baumarn 1903; Morawitz 1906: 
Inagaki 1907), and also from the fact that in the case of an Eck 
fistula dog the preliminary serum protein increase in the plasma 
after the depletion of plasma is missing (Kerr, Hurwitz & 
Whipple 1918-19). 


THE PRINCIPLE AND METHOD OF STUDY. 


The principle: The part the tissue plays in the supply 
of plasma protein, if it occur, may not necessarily be the 
mobilisation of tissue proteins as a whole or the proportionate’ 
reduction of various protein portions contained in the tissue. 
It is quite evident that one kind of protein in the tissue in 
question’ may be preferred to the other, while the’ reverse 
may be true when the tissue is different, The estimation of 
the reduction of nitrogenous matter in the tissue can not 
therefore give any clue, and the separate determination of 
albumin and globulin becomes necessary, The determination 
of the latter substances is however accompanied with many 
difficulties, the isolation constituting the most unreliable part of 
procedure. This is quite conceivable from the experiments of 
Bleyer and Berger (1924) in which the extract of muscle, liver, 
and kidney obtained by different methods of preparation gave 
very contradictory results. I prefer therefore to follow the chan- 
ge in the relative value of the nitrogen and sulphur content of 
the non-extractive portion of tissues obtained by the removal 
of substances extractable with 80% alcohol, as this value may 
elucidate the state of predominance of the respective sort of 
proteins in the tissue, Without any anticipation of the possi- 
bilities of the part of tissue proteins or without the exclusion 
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of many other possibilities it was thought to be interesting to 
compare the change of N:S ratio with that of the protein ratio 
of the plasma. 

The method of determination of N:S of the tissue: The 
blood vessel of the animal was washed out by the injection of 
physiological saline, solution given centripetal into V. Jugularis, 
the outcoming fluids being drained off from the peripheral cut 
end of the vessel. When the washed fluids became colourless, 
for which about a quarter of an hour was needed, the liver and 
_the white portion of gluteal muscle were cut out and, after the 
removalo f the fascia, were minced quickly through a chopping 
machine. The mass was then ground thoroughly in a porcelain 
mortar, to which was added five times its volume of 95% alcohol, 
and stored over night in a stoppered widemouthed bottle. The. 
whole mass was transfered on to Buchner’s funnel and sucked well. 
The precipitate was treated again with several times its volume 
of 95% alcohol and the alcohol was drained off. The precipitate 
was then powdered by a-brass mortar and extracted with alcohol 
extractor, succeeded by ether extraction in Soxhlet’s apparatus, 
the time of extraction being twenty hours for each extraction. 
The powder was placed’ then in a desiccator over adsol (a 
patent drying earth) and paraffin. After the smell of ether had 
disappeared the powder was finely powdered in a brass mortar, 
put through a fine sieve, dried in an oven and preserved ina 
stoppered bottle. 

Nitrogen and sulphur were determined as described in a 
former report (Komatsu 1927). The glycogen content of the 
powder was precipitated by Pfliiger’s method (1904) and determ- 
ined volumetrically by Kowarsky’s method (1923) 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


A group of albino rabbits weighing about 2 kilo was fed 
with “‘ Okara’? and vegetables for a week in the laboratory to 
get a condition equal to that in the other experiment. An 
inanition for 5 days then followed, during which time only 
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200 cc. of water was given by means of a stomach tube. On 
the first and fifth day of the experiment the erythrocyte number 
(Thoma-Zeiss), the hemoglobin content (Authenrieth) and the 
protein distribution of blood plasma by Howe’s method (1921) 
were measured. At the end of the five day inanition the animals 
were then killed and examined for the N:S ratio in the muscle 
and the liver. The glycogen content of liver was also determined. 

Another group of albino rabbits of the same size and in 
the same nutritional condition as the experiment just mentioned 
was permitted to fast. On the first day of the fast and after 
the determination of the erythrocyte number, the hemoglobin 
content and the protein distribution of the plasma were taken, 
a 1% solution of hematoporphyrin was injected subcutaneously 
in the animal in amount of 0.05¢m. per kilo body weight. : 
The animal was exposed to sunlight daily and given only with 
200 cc. of water by means of a stomach tube as mentioned 
above. At the end of experiment which took five days long, 
the blood examination was repeated again, and the animal was 
killed for the preparation of the muscle and liver powder. 
The results of the determination are summarized in the tables 
I and II. 

As will be seen from the tables the increase in fibrinogen 
and the globulin content of the blood is more remarkable in 
the hematoporphyrin rabbit than the fasting control animal. 
The decrease in the albumin-globulin ratio is also quite striking 
in the hematoporphyrin rabbit, while the change remains 
‘comparatively small in fasting one. The absolute value of 
elobulin is increased in a greater amount in the plasma of 
hematoporphyrin rabbit. Together with this change in the 
albumin-globulin ratio and globulin amount there is always a 
decrease of the sulphur content in the liver tissue and an 
increase of it in muscle. The maceration of muscular tissue in 
the hematoporphyrin rabbit suggests to us that the muscle might 
enter into the change in the albumin-globulin ratio. This is 
quite conceivable when we assume the discharge of protein Tow 
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TABLE 
Chemical composition of blood, 


Hemoglobin. 
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in sulphur, that is of globulin nature, in preference to that 
rich in sulphur, what may lead to the augmentation of the 
sulphur content of the muscle on the one hand, while on the 
other globulin always predominates in the blood plasma. It is 
_a known fact that after the replacement of a certain amount of 
blood with an equal volume of saline solution containing the 
corresponding amount of washed blood corpuscles albumin first 
appears to cover the deficient protein in the blood plasma, its 
content in the plasma reaching a maximum value after several 
hours. However, while it slows down there is a small but 
steady increase of globulin, the amount of the latter substance 
generally becoming larger than normal during the first few 
days. In case of a liver lesion (Kerr, Hurwitz and Whipple) 
the inftial recovery of plasma protein is said to be retarded. 
In seems to me therefore that both liver and muscle can afford 
the material for plasma proteins in case of emergency, the 
former more quickly but inferior in capacity, while the latter 
gives a slow but persistent supply. 

Gottschalk and Nonnenbruch (1923) concluded from 
the results of their experiments with frogs, partly deprived of 
the liver and partly with legs amputated, that there exists no 
perceptible difference in the recovering rate of plasma proteins 
after the depletion of blood plasma and that liver and muscle 
may not constitute the main source of plasina protein. However 
when we examine, their data they got the same reduction 
of plasma protein to begin with only after many repetitions of 
the depletion in case of normal animals, while their records of 
recovery in case of amputated animals began soon after the 
first or second depletion were taken. Although we do not doubt 
the correctness of their experiment, still we can not overlook 
the fact that their experimental conditions were not safe enough 
to deduce the conclusion they did. Berger and Bleyer (1925) 
studied als» the content of albumin and globulin of organs aud 
blood serum under several conditions and discussed the change 
of the albumin and globulin content of liver, kidney and muscle 
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in relation ta‘the seram protein quotient. ‘They extracted the 
soluble ‘proteins from the tissues by different methods. It is 
quite regretable that we have no idea of the completeness of 
any of their extractions.: 

Although my method of examination remains rather of 
indirect nature it might be well concluded that ‘both liver and 
muscle may participate in the production of plasma proteins, 
the liver delivering more of protein rich in sulphur, while the 
muscle giving forth more of the protein poor in it. 


CONCLUSION. 


‘ 1. The great’ reduction of the albumin-globulin ratio in 
a hematoporphyrin rabbit is accompanied always by the increase 
of the N:S ratio in the liver tissue and by the simultaneous 
decrease of the ratio in the muscle tissue. 

2. A hypothesis is forwarded that, both the liver and the 
muscle may partake in the production of. blood protein, the 
former losing more. of its :protein rich in sulphur, while the 
latter is deprived of more of its protein poor in sulphur. 

3. The telation between the nature of the proteins which 
disappeared in tissues and the nature of the blood proteins is 
not discussed. | 


I wish td express my sincere thanks to Prof. S. Kakiuchi 
whose instruction and guidance have enable] to complete this 
work. 


The expense of this work is defrayed by the grant from the Royal Academy 
Research Fund. 
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EIN VERSUCH UBER DIE GALLENSAURENAUS- 
SCHEIDUNG BEI EINEM FALL VON CHOLELI- 
THIASIS MIT GALLENBLASENFISTEL. 


Von 


D. M. SUGANO. 


(Aus der chirurgischen Klinik zu Okayama. 
Vorstand: Fvof. Dr. H. Akaiwa, 
und 
Aus dem medizinisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 24. Marz 1927) 


I. EN erruna. 


Die biologische Untersuchung der Galle ist schon von alters 
her fiir Leberforscher von besonderem Interesse gewesen. So 
wurden im letzten Jahrzehnt vor allem die Gallensiiuren studiert, 
die nur in der Leber gebildet werden und in der normalen 
Galle stets enthalten sind, und in letzter Zeit sind ziemlich 
viele wertvolle Arbeiten tiber die Gallensiiure erschienen, welche 
in chemischer Hinsicht unsere Kenntnis der Physiologie und 
Pathologie der Leber vertieft und erweitert haben. In bezug 
auf Takahashis Untersuchunger: tiber das A-Vitamin nimmt 
Prof. Shimizu an, dass zwischen Gallensiiure und A-Vitamin 
genetisch eine enge Beziehung besteht, indem die beiden Svb- 
stanzen in chemischer Struktur sowie in ihren chemisch-physi- 
kalischen Eigenschaften einander sehr nahe stehen. Um diese 
Anschauung exakt zu begriinden, hat Yonemura an Hunden 
eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt. Er fand dabei, dass sich 
die Gallensiure in der Galle durch Injektion von A-Vitamin 
an Hunden mit Gallenblasenfistel vermehrt, wahrend sie sich 
bei Fiitterung mit besonderer Nahrung allmiéhlich vermindert. 
Auf Grund seiner Experimente, bei denen es sich um Blockie- 
rung des reticuloendothelialen Systems handelt, hat er ferner 
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betont, dass die Reticuloendothelien bei der Gallensiurenbildung 
beim Hunde eine wichtige Rolle spielen. Es musste nun sehr 
interessant sein, diese Tatsache am Menschen nachzuweisen. 
Leider trifft es sich nur dusserst selten, am Menschen aus einer 
Gallenblasenfistel zwecks Untersuchung Galle nach Bedarf ent- 
nehmen zu kénnen. Ich kam nun vor kurzem in die gliickliche 
Lage, an einem Kranken unserer Klinik mit Gallenblasenfistel 
den Zusammenhang der Gallensiuren mit A-Vitamin experi- 
mentell zu studieren. Spiter werde ich dariiber ausfihrlich 
berichten. 


Il. KRANKENGESCHICHTE. 


Name: S. Fukushima, 51 Jahre alt, Bauer. 

Hauptklage: Dauernder Abfluss der Galle aus der Oper- 
ationswunde. 

Diagnose vor der Operation: Cholelithiasis mit Gallen- 
blasenfistel nach Cholecystotomie. . 

Diagnose nach der Operation: Cholecystitis, Choledochus-, 
Hepaticus- und  Intraheparstein. 

Therapie: Cholecystektomie, Choledochotomie und Hepati- 
cusdrainage. 

Familiengeschichte :. Beide Grosseltern vaterlichetseits sind 
an Altersschwiche, die miitterlicherseits an unklaren Krankheiten 
gestorben. Auch beide Eltern haben altersschwach das Zeitliche 
gesegnet. Patient hat finf Geschwister, von denen eines an 
Phthisis pulmonum gestorben ist. Seine Frau ist gesund. 
Keine Kinder. 

Friihere Anamnese: Er war von Kindheit an im allge- 
meinen gesund, nur vor etwa fiinfzehn Jahren litt er angeblich 
einmal an einem Hirnleiden, wobei er etwa vierzig Tage lang 
das Bett hiiten musste. Venerische Krankheiten sind nicht 
nachweisbar. Alkohol- und Tabakgenuss mittelmiissig. ) 

Jetziges Leiden: Gegen Beginn des letzten Julis empfand 
er ohne besondere veranlassende Momente unter Schiittelfrost 
leichte Schmerzen in der rechten Hypochondrialgegend, welche 
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regelmissig 20 Tage lang und zwar immer friihmorgens auftraten 
und etwa fiinf bis zehn Minuten anhielten. Die Schmerzen 
waren bohrender Natur und strahlten bis in die rechte Schulter 
aus. Einen Monat spiter wurden sie aber von Tag zu Tag 
immer stirker und hielten linger an, ja wurden oft den ganzen 
Tag hindurch so unertriiglich, dass man mehrmals Narkotica 
injizieren musste. Im August trat dazu allgemeiner Ikterus. 
Mitte desselben Monats wurde von einem Arzt die Gallenblasen- 
gegend inzidiert. Bei den ersten Verbandwechseln traten gele- 
gentlich finf erbsen- bis kleinfingerspitzgrosse Steine aus der 
Wunde heraus, womit sofort alle Beschwerden verschwanden. 
In der Operationswunde aber bildete sich eine kleine Fistel, 
die bis heute fast ununterbrochen gallige Flissigkeit sezerniert. 
Nach der Operation kam es zwar einige Male spontan zum 
Verschluss der Fistel, aber jedesmal traten im Anschluss daran 
die friheren Beschwerden, wie Schiittelfrost und Schmerzen 
etc., wieder auf, so dass die Fistel wieder gedffnet werden musste. 
Mitte Oktober naihte der Arzt die Fistel eimal ein, doch ohne 
Erfolg. Endlich liess sich der Patient zwecks radikaler Opera- 
tion am 29. November letzten Jahres in unsere Klinik auf- 
nehmen. 

Status praesens: Ein mittelgrosser, miissig gut geniaihrter 
Mann von ziemlich starkem Knochenbau. Gesichtsausdruck frei, 
natiirlich, Gesichtsfarbe normal. Haut tberall normal warm, 
feucht, gespannt und nicht ikterisch, kein Odem, kein Exanthem. 
Pupille reagiert gut auf Licht, Conjunctiva bulbi et palpebrae 
nicht ikterisch. Zunge feucht, rdtlich und nicht belegt, sonstige 
sichtbare Schleimhéute im allgemeinen leicht hyperamisch. 
Subkutane !.ymphdriisen in der rechten Achselhéhle etwas ange- 
schwollen. Puls regelmissig, mittelgross, missig gut gespannt 
und iiormal frequent, 72 pro Minute. Herz: Perkutorisch 
sowie auskultatorisch nichts Besonders.. Lunge: Perkutorisch 
tymp:nitisch gedimpft und itiberall vesikulires Atmen hérbar. 
Luneenlebergrenze im sechsten Interkostalraum in der rechten 
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Lokaler Befund: Bauch, ist nicht aufgetrieben und tberall 
weich. Kein Tumor und keine Resistenz. Leber, Milz und 
beide Nieren sind nicht palpabel. In der rechten Hypochondri- 
algegend und zwar den dusseren Rand des M. rectus entlang 
findet man eine alte Operationsnarbe, in deren Mitte sich eine 
stecknadelkopfgrosse Fistel befindet, welche ungefahr 7 cm tief 
sondierbar ist. Die Haut des Fistelrandes ist etwas erodiert. 
Aus der Fistel quillt langsam und kontinuierlich eine gelblich 
klare, zihe und fadenziehende. Flissigkeit. 

Harn: Dickgelblich getriibt, schwach sauer, spez. Gewicht 
1024. Eiweiss und Zucker —, Gallenfarbstoff-+, Urobilin —, 
Urobilinogen —, Sedimente nichts Besonderes. 

Kot: Grauweisslich, gefurmt, teigig weich, gut verdaut, 
Parasiteneier —, Blutreaktion —. 

Befund des Magensaftes: Gesamtaziditat -67, freie HCl 50, 
Milchséiure —, Labferment +, Pepsin +. 

Widalsche himoklatische Krise negativ. 

Cholesteringehalt des Blutes: 0,175 

Blutgerinnung beschleunigt (3-5 Minuten). 

Versuch mit Einhornscher Duodenalpumpe: 

Der von mir gewonnene neutrale Duodenalsaft war ganz 
schwach gallig verfirbt und enthielt weder Stein oder Sand. 
Nach dem Einlaufenlassen einer Magnesiumsulfatlésung kam es 
zu keinem weiteren Abfluss von Galle. Beim zweiten Versuch 
konnte ich im Verlauf von 2 Stunden 40ccm sogenannter A- 
Galle gewinnen. Doch war der Farbenton viel schwéicher als 
der normale. Es trat dabei mit.der Galle aus der Fistel ein 
bohnengrosser morscher Bilirubinkalkstein heraus. Nach Ein- 
spritzung von Magnesiumsulfatlésung floss keine sog. Blasengalle 
ab, obgleich sich die Fistelgalle merklich vermehrte und in 40 
Minuten 32 ccm betrug. 

Operationsbefund : Am 24. November 1926 wurde unter 
Novokain-Lokalanasthesie von Prof. Dr. H. Akaiwa die Opera- 
tion ausgefiihrt. Laparotomie in der Mittellinie und zwar 
zwischen dem Proc. xiphoideus und dem Nabel. Es bestand 
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eine alte breite, fibrése Verwachsung zwischen der vorderen 
Halfte der Gallenblase, der Flexura coli hepatica und der 
Bauchwand. Es erforderte viel Mithe und Geduld, sie abzulésen. 
Die Gallenblase war etwa anderthalbmal so lang wie die Norm 
und ihre Wand stark verdickt. Auch der Ductus choledochus 
war stark verdickt, und man konnte von aussen darin einen 
uber daumenspitzgrossen héckerigen Stein -palpieren. Hierauf 
wurden die Gallenblase und der Fistelgang mitsamt dem um- 
gebenden narbigen Bauchwandgewebe total entfernt. Weiter 
wurden mittelst Choledochotomie der im Choledochus einge- 
klemmte Stein und die hauptsichlich im rechten Hepaticus 
eingeschlossenen teils geformten, teils sandartig, sogar dickbreiig 
schmutzigen Steinmassen herausgenommen. Der linke Hepaticus 
konnte nicht genau untersucht werden. Es liess sich eine sich 
duodenalwarts bis zur Papilla Vateri erstreckende narbige 
Striktur des Choledochus vermuten, indem sich dieser bei seiner 
kinstlichen Dilatation mit der Olivenknopfsonde missig hart und 
und resistent anfiihlte. In den Hepaticus wurde ein Gummidrain 
in die Bauchhéhle ein Mikuliczscher Tampon eingeftthrt. Der 
Bauch wurde zum grossen Teil mit Zweietagennaht geschlossen 
und nur ein kleiner Teil offen gelassen. Aseptischer Verband. 

Befund der exstirpierten Gallenblase: Sie ist stark narbig 
geschrumpft, die Wand stark fibrés verdickt. Ebenso ist die 
Schleimhaut im allgemeinen narbig verdickt, und fast nirgends 
sind Zottenfiguren zu sehen. Die Fistel miindet am Fundus. 

Befund der extrahierten Steine: Ein pflaumengrosser mor- 
scher, schwirzlicher Pigmentkalkstein, teils hart, teils knetbar 
und ein bohnengrosser, ebenso beschaffener Stein, Eine grosse 
Menge schwirzlichen Steinsandes. 

Bakteriologischer Befund der Choledochus- wud Hepaticus- 
galle: Ich fand auf dem Strichpriparate Milchsiurestreptokok- 
ken nach Kruse, die sich auf Gallenmaischeagar am_ besten 
entwickelten, Streptokokken (Enterokokken), Bac. coli und 
Milchsiurebazillen. Die ersteren drei Arten wurden kulturell 
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Befund der Leber: Die Oberfliche war glatt, dunkelrétlich 
und nicht ikterisch. Das Blasenbett war fibrés verdickt. Rand 
abgerundet. Konsistenz elastisch derb, etwas tiber normal. 

Ausyang: Direkt nach der Operation kam es zu einer 
bedrohlichen Herzschwiche und zu Atembeschwerden, nach 
denen das Schlimmste zu fiirchten war. Am nichsten Tag 
trat akute Magenblihung auf. Hartnickiges Erbrechen. Magen 
mehrmals ausgespiilt mit gutem, doch leider nur voriibergehen- 
dem Erfolg. Trotz aller Bemiihungen trat am vierten Tag nach 
der Operation der Tod ein. 

Sektionsbefund: In der Bauchhéhle fanden sich keine 
Exsudate. Kein entztindliches Zeichen am Peritoneum sowie 
an der Darmserosa. Der Magen war stark dilatiert’ und 
schwappend mit einer kolossalen Menge einer etwas schwarzlich- 
bréunlichen diinnen Fliissigkeit. Die Schleimhaut war stark 
gedehnt und aniimisch. Das ganze Duodenum und Jejunum 
und der obere Teile des Ileums waren durch Gase stark auf- 
geblaht. Sonst war an den anderen Darmpartien nichts Beson- 
-deres zu konstatieren. 

Die Ober‘iche der Leber augenscheinlich so beschaffen wie 
bei der Operation. Die Schnittfliche war miissig saftreich, das 
Parenchym zeigte eine dunkelrétliche mit miassig deutlicher 
Azinuszeichnung und war nicht ikterisch. In den griésseren 
und kleineren Gallengiingen, welche im ganzen Organ miissig 
stark gewuchert und erweitert waren, befanden sich gestaute 
Galle und zahllose Gallensteine, wie solche schon bei der Opera- 
tion im Choledochus angetroffen worden waren. Besonders ritt 
auf der ersten Bifurkation des rechten Hepaticus cin grosser 
Stein, infolgedessen die Stauung der Galle im rechten Lappen 
etwas merklicher war als im linken, wo jedoch einige mittel- 
grosse Gallengiinge mit kleinen Steinen verstopft waren. 


III. VerrsucHsMETHODE. 


Auf Grund der schon erwiihnten Tierversuche von Yone- 
mura darf man wohl annehmen, dass die subkutane Darreichung 
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des A-Vitamins beim Hunde die Gallen- und Gallensiurenaus- 
scheidung vermehrt. Ich wollte nun auch sehen; ob das beim 
Menschen der Fall sei. 

Es gibt: eine allbekannte, schon von vielen Forschern, wie 
Spiro (1888), Thomas (1890), Toida (1916); Neubauer (1920) 
u. a. festyestellte Tatsache, dass die Galle durch Variieren der 
Nahrung in ihrer Menge und Zusammensetzung gewisse Veriinde- 
rungen erleidet. Deshalb ist unter allen Umstinden wahrend 
der Versuche eine Beeinflussung der Gallenausscheidung durch 
die Nahrung méglichst zu vermeiden, wollen wir ein richtiges 
Urteil tiber den Einfluss des eingefitihrten A-Vitamins auf die 
Gallenséurenausscheidung gewinnen. Fernef miissen wir bei 
meinem Versuche den Einfluss sicher ausschliessen, welchen 
das in unserer gewohnlichen Nahrung stets in einer gewissen 
Menge enthaltene A-Vitamin enteral auf die Galle austiibt. Zu 
diesem Zwecke habe ich dem Kranken die ganze Zeit+ der 
Versuche hindurch die folgende Kost gegeben, die jé nach 
Belieben zubereitet wurde: 300g gekochten Reis, 100g Rind- 
fleisch, 100g Tofu (Bohnengallerte), 50g rohen Fisch, 20¢ 
eingesalzenen Rettich, 20g Zucker und 20g Sojasauce. Nach 
den umfassenden Untersuchungen von Saeki (1925) ist jede 
aus diesen Materialien zubereitete Kost fast véllig frei von A- 
Vitamin. Der Patient nahm jeden Tag diese Kost ohne Ekel 
zu‘ sich und zwar friih 8 Uhr als Frihsttick, zu Mittag als 
Mittagessen und nachmittags 5 Uhr als Abendessen, wahrend 
ihm zwischen diesen Mahlzeiten nichts weiter verabreicht wurde. 

Die Versuche wurden wie folgt ausgefithrt. 

1. Wahrend aller einundzwanzig Versuchstage entzog ich 
der Nahrung méglichst vollig das A-Vitamin. 2. Am 7. Tage 
wurden 154g Eigelb per os verabreicht.. 3. Am 12. Tage 
wurde 0,2 com A-Vitamin (Biosterin) in Olivené] gelést subkutan 
injiziert. 4. Am 16. Tage wurden 110 g Eigelb nochmals per: 
‘os verabreicht. ; 

Ich entnahm die Galle in zwei i. Gruppen getrennt, Arion 
die Tagesgalle von 8 a.m. bis 8 p.m. und die Nachtgalle von 
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8 p.m. bis 8 a.m., Ich sammelte die ganze Menge der Galle, 
besonders der Tagesgalle, ohne besonderen Auslauf dadurch, 
dass ich einen elastischen Dauerkatheter, der mittelst eines 
langen Gummirohrs mit einem auf dem Boden befindlichen 
Kolben verbunden war, in die Fistel steckte und so dem Kranken 
eine ruhige Riickenlage ermdglichte. Wegen des unvermeid- 
lichen Lagewechsels waihrend des Schlafes diirfte uns mehr oder 
weniger Nachtgalle entgangen sein. 

Vor der Bestimmung der Gallensiure in jeder Galle unter- 
suchte ich die Reaktion und das spezifische Gewicht und mass 
dann die Menge. Die Gallenséiure wurde nach der indirekten 
gasometrischen Methode von Foster und Hooper (1. c.) quanti- 
tativ bestimmt und der Wert durch die Menge der Glykochol- 
siure, welche beim Menschen im Mengenverhdltnisse der ein- 
zelnen Gallensiuren die wichtigste Rolle spielt, in mg aus- 
gedriickt. 


IV. ERGEBNIS DER VERSUCHE. 


Die Resultate aller Versuche sind in den zwei folgenden 
Tabellen susammengestellt. 


TABELLE 1, 
Tagesgalle, 


Gallensadure- 
menge als 
Glykochol- 

: sdure in mg, 

in 5ccm| in 12 lin 5eem! in 12 


Amino-N 


Ver: Gallen- ; 
in mg, 


8. Studen, 


‘| Galle. | Stden. | Galle. | Stden. 

1 Gemischte =: . a 
prec schwachi = o ~ 
n . 

2 A-Vitamin | 985 ecm ane 1008 0,067 | 5,180 | 2,235 | 172,098 
x ay 400 . 1008 0,069 | 5,541 | 2,301 | 184,074 
= - 390 1008 0 0 0 0 
5 " 375 pe 1009 0,002 | 0,104 | 0,062 3,424 
6 45 400 ms 1009 0,003 | 0,218 | 0,090 7,234 
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Gallensaure- 
Vor Gallen- Amino-N ee. 
3 men Reak- | Spez. in mg. ykochol- 
bie Nahrung. | 3, og tion. Oe sdure in mg. 
g. Stden, in 5cem] in 12 |in 5cem| in 12 
Galle. | Stden, | Galle. | Stden. 
; hwach 
154g Eigelb eo 009 
2h per os 380 ccm ae ogi 0 0 0 0 
arm an 1008 
8 ‘A-Vitanin 390 Be —] 0,157 | 12,235 | 5,211 | 416,462 
9 55 400 5 1010 0 0 0 0 
10 % 380 , [1008 | 0,102 | 0,776 | 3,896 | 258,073 
009 
11 .. 300 =x 1010 0 0 0 0 
0,2 cem 
12 subkutan | 380 i 1010 0 0 0 0 
A-Vitamin 
arm an 
13 AViterain 320 a 1010 0,022 | 1,377 | 0,715 | 45 744 
14 ze 420 a 1010 ) 0 0 0 
15 5 415 = 1010 0,026 | 2,187 | 0,875 | 72,654 
110 g EKigelb 
16 nee os 420 = 1010 0,015 | 1,233 | 0,488 | 40,961 
arm an 
17 | a Viterain | 400 i 1010 | 0,140 | 11,225 | 4,661 | 372,895 
18 * 430 os 1010 0,349 | 30,009 | 11,592 | 996,915 
19 BB 430 $5 1010 0,333 | 28,596 | 11,046 | 949,926 
20 35 395 5 1010 0 0 0 0 
21 re 440 es 1010 0,246 | 21,659 | 8,177 | 719,541 
TABELLE 2, 
Nachigalle, 
= as Gallensaure- 
Gallen- Amino-N menge als 
Ver- menge| Reak- | Spez. in mg. Glykochol- 
suchs-| Nahrung. | i, 79 tion, | Gew. sdure in mg. 
tag. Stden in 5ccm| in 12 |in 5cem) in 12 
Galle. | Stden, | Galle. | Stden. 
Ghinséhte schwach i 
1 emischve | 400 ccm] alkali- | 1008 | 0,062 | 4,955 | 2,058 | 164,405 
Nahrung, ach 
arm an Ke awl 
BAA ae aa 265 ws 1008 0,063 | 3,345 | 2,097 | 141,118 
3 o 269 ra 1008 0 0 ) 0 
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Gallen- 
Ver- 
suchs-| Nahrung, pos ee 
tag. te om. : : 
Stden. in 5ccm| in 12 
Galle. | Stden, 
schwach 
arm an ~ (1008 | 
4 A- Vitamin 300 cem ger —1009 0 0 
5 io 250 e 1009 | 0,050 | 2,505 
6 . 190 (ee ool 00024 | 0,898 
154g Figelb} o 1009 
7 per os 34) 7 —1010 : 9 
8 | a vitamin | 200 ” 1009 | 0,230 | 11,962 
1C08 
4 ” ie Pe gage 0 
10 i 390 4 Data 0,193 | 11,603 
il bs 250 i peapehts 0,015 | 0,757 
A-Vitamin 
12 0,2cem | 340 a 1010 0 0 
subkut, 
arm .an 
13 A-Vitamin 309 9 1010 0 0 
14 ” 200 os 1010 0 0 
15 - 270 :. 1010 | 0,062 | 3,336 
16 nes igelb | 985 % 1010 | 0,839 | 39,439 
17 | A vitamin | 300 » | 1010 | 0,246 | 14,771 
18 55 240 - 1010 | 0,113 | 5419 
19 ‘; 370 s 1010 | 0,015 | 1,140 
20 ” 310 <2 1010 | 0,260 | 16,082 
21 10 ¢ 1010 | 0,105 | 6,492 


Gallensaure- 
menge als 
Glykochol- 

sdiure in mg. 

in 5ccm| in 12 


Galle. 


0 


0 
2,052 


27,876 


8,178 
3,750 
0,512 
8,617 
3,478 


Stden. 


0 


9 
110,807 
1310,182 
490,690 
180,011 
37,867 
534,251 
215,656 


Die Reaktion der Galle war immer schwach alkalisch und 
das spezifische Gewicht, das in den ersten drei Tagen 1008 
betrug, nahm in geringem Ausmass langsam zu und betrug in 
den letzten zehn Tagen fast konstant 1010. Beziiglich der 
Menge betrug die Tagesgalle. im Durchschnitt etwas mehr als 
die Nachtgalle, und zwar tiberschritt die Menge der Tagesgalle 
nicht selten 400 ccm; wihrend das bei Nachtgalle niemals der 
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Fall war. Obgleich die Menge der Tagesgalle nach der Vitamin- 
injektion und der zweiten Verabreichung das Eigelbes mehr 
oder weniger zugenommen zu haben scheint, ist es doch bei 
meinem Fall richtiger, die Ursache davon nicht in dem A- 
Vitamin und dem Eigelb zu suchen, wie aus den ndachsten 
Tabellen ersichtlich ist. 3 

Die folgenden Tafeln geben in Kurven die Schwankungen 
der einzelnen Gallen- und Gallensiiturenmengen wieder. 

In Tabelle 3 und 4 ist die Gallensiurenmenge gestrichelt 
und die Gallenmenge punktiert. 


TABELLE 3. 


Tagesgalle. 


Ailicnanangmedenand 1|2|I|4\3|6| 718|9\10\11|12|13 415 |16 1718 \19|2021 
ea al a rt sae 
i eS eaical aed 
2 + ae) |b 
900 Ve le eee remeens 
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TABELLE 4, 
Nachitgalle. 


9 | 10\ 1 12|13\14|15\16|17 8 |19|20|21 


7 ™m dam EI 


subKutanw 1109 


Die beiden Kurven der Menge der Tages- und Nachtgalle 
stimmen im wesentlichen tiberein und die daraus abgeleiteten 
Mengenkurven der Gallensiure in 5cem Galle zeigen auch 
dieselben Schwankungen wie die der Gesamtmengen. 

Beit meinem Fall fallt besonders auf, dass die Gallensduren- 
menge in der Galle sehr klein ast und sogar oft ganzlich fehlt. 
Uber dicse Tatsache méchte ich spdter sprechen. 

Auf Grund der Tabellen glaube ich annehmen zu diirfen, 
dass sich die Gallensiiure in der Galle durch die Aufnahme von 
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_ A-vitaminarmer Nahrung vermindert (Kurve, vom 1.—7. Tag) 
Nach dem peroralen Verabreichen des Eigelbes steigt ibre 
Menge am nichsten Tag plétzlich an, wihrend die Gallensekre- 
tion dabei mit nur geringer Schwankung zunimmt. Am fol- 
genden Tage jedoch schwindet sie véllig, um am darauffolgenden 
Tage wieder in reichlicher Menge aufzutreten (Kurve, 7.—12. 
Tag). 

Dass das Eigelb sehr reich an Cholesterin ist, ist allgemein 
bekannt. Die Annahme, dass die Gallensiuren aus dem Chole- 
sterin stammen, war einmal eine allgemein anerkannte Theorie. 
Doch nach den Versuchen einiger Forscher, wie Goodmann 
(1907), Foster, Hooper und Whipple (1919), die sich mit 
der Gallenséurenbildung beschaftigt haben, kénnen wir kaum 
noch annehmen, dass die Gallensiuren aus dem Cholesterin 
stammen. Danach diirfte bei meinem Versuche die vermehrte 
Gallensiure in der Galle nicht vom Cholesterin des Eigelbes 
herzuleiten sein, sondern von dem Einfluss des A-Vitamins im 
Eigelb. Das injizierte A-Vitamin scheint jedoch in den der 
Injektion folgenden drei Tagen keinen merklichen Einfluss auf 
die Gallensiure auszutiben (Kurve, 12.—15. Tag), wihrend am 
vierten Tage nach der Vitamininjektion, wo wieder 110 g Eigelb 
per os gegeben wurden, eine auffallend starke Vermehrung der 
Gallenséure einsetzt, welche Vermehrung sich schon in der 
Nachtgalle deutlich zeigt. Interessant ist, dass hier die Menge 
der Gallenséure tiber doppelt so gross wie beim vorigen Eigelb- 
versuch ist (Kurve, 16.—21. Tag). Wie kommt es hier zu dieser 
starken Zunahme? Meiner Meinung nach scheinen hier beide 
A-Vitamine, das eine subkutan und das andere per os, gleich- 
zeitig gewirkt zu haben, indem das per os genommene A- 
Vitamin im Elgelb seinen Einfluss auf die Gallensdure noch 
am selben Tag oder am nachsten Tag geltend machte, wie das 
ja auch bei dem ersten Versuch der Fall war, wahrend die 
Wirkung des injizierten A-Vitamins erst einige Tage spiiter 
einsetzte. In der Tat vermehrt sich, wie von Yonemura 
gezeigt worden ist, die Gallenséure in der Galle erst am zweiten 


470 D. M. Sugano: 


oder dritten Tag, wenn das A-Vitamin subkutan injiziert wird. 
Die hierbei durch die Vitamine verursachte Vermehrung der 
Gallensiure hilt jedoch nicht immer kontinuierlich an, indem 
es manchmal zu eintégigem oder einnachtigem Fallen kommt. 
Das hingt wohl damit zusammen, dass die kranke Leber durch 
plétzliche Zufuhr einer grossen Menge von A-Vitamin zu stark 
gereizt und dadurch voriibergehend erschépft wird. Doch halt 
diese ‘Erschépfung der Leber nicht lange an, indem nach 
wenigstens zwei Tagen das Organ wieder gut zu funktionieren 
beginnt, indem z. B. bei meinem Versuche die Menge der 
Gallensiure am letzten Versuchstage wieder einen hohen Wert 
erreichte. 

Meine Arbeit tiber die funktionellen und _ histologischen 
Veriinderungen der Leber bei Erkrankungen der Gallenwege, 
insbesondere bei Cholelithiasis, die ich in kurzer Zeit publizieren 
werde, zeigt, dass diese Erkrankung nicht lediglich als eine 
Erkrankung der Gallenblase oder der Gallenginge anzusehen 
ist, sondern dass sich an ihr in mehr oder minder hohem Grade 
. auch das Parenchym der Leber beteiligt. Da die Funktion der 
Gallensiurenbildung der Leber bei Cholelithiasis auch mehr 
oder weniger gestért ist, so ist es kein Wunder, dass: die 
Gallensiiure in der Galle bei diesem Versuche an Menge ausser- 
gewohnlich abnimmt oder tiberhaupt fehlt. Uber die Vermin- 
derung der Gallensiiure in der Galle bei Cholelithiasis und ihre 
klinische Bedeutung will ich in kurzem ausftihrlich berichten. 


V. ZUSAMMENFASSUNG. 


Aus dem vorliegenden Versuche gehen die folgenden Schliisse 
hervor: 

1. Bei diesem Cholelithiasiskranken ist die Menge der 
gepaarten Gallensiure in der Galle ausserordentlich gering und 
mittelst der gasometrischen Methode oft kaum nachweisbar. 

2. Wenn EKigelb per os eingefiihrt wird, so vermehrt sich 
die Gallensiure in der Galle, wihrend die Menge der Galle 
nicht merklich zunimmt. Bei der Vermehrung der Gallensiure 
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handelt es sich héchst.wahrscheinlich um den Einfluss des A- 
Vitamins, das reichlich im Eidotter enthalten ist. 

3. Die Beobachtung von Yonemura an Hunden, dass die 
Gallensiure in der Galle durch subkutane Injektion von A- 
Vitamin in vermehrter Menge in die Galle ausgeschieden wird, 


gilt auch beim Menschen, auch wenn die Leber erkrankt ist. 


Zum Schlusse méchte ich Herrn Prof. Dr. T. Shimizu 
fiir seine freundhche Anleitung und meinem Chef, Herrn Prof. 
Dr. H. Akaiwa fir seine liebenswiirdige Unterstiitzung bei 
meiner Arbeit herzlichst danken. Ebenso schulde ich vielen 
Dank Herrn Doz. Dr. 8. Yonemura, der mir mit Rat und 
Tat manche Schwierigkeit hat tiberwinden helfen. 
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A METHOD FOR DETERMINATION OF NITROGEN. 


(Second report), 


By 
TOKUSABURO SHIMODA, 
(From the Bio-Chemical Department of the Jikei-Kwai Medical. 


College, Tokyo. Director: Prof. T. Nagayama.) 
(Received for Publication, April 16, 1927.) 


I. Intrropvucrion. 


Previously the author published a new method for the 
determination of nitrogen in the urine at the forty-fourth annual 
meeting of the Sei-Kwai Medical Society in Dec. 1925. (The 
Sei-Kwai Medical Journal, Vol. XXXXVI, No. 1, 1927). 

He believed that this method may be worthy of recom- 
mendation to general use, because its apparatus and procedure 
are so simple that an analysis may be made practically on an 
ordinary laboratory table without any special equipment and 
the estimation is completed within ten minutes with satisfactory 
results. The author also attempted to apply this method for 
the estimation of nitrogen in the blood and other body fluids, 
but did not obtain any satisfactory result, at that time. 

Later further attempts were made to improve this method, 
and after many experiments succeeded in obtaining good results. 

The procedure of this method is quite different from that 
of the former. The determination is carried out by titration 
after the ammonia is distilled and aspirated into an acid solution 
instead of a colorimetric estimation after direct nesslarization as 
used in the former method. This procedure, therefore, 1s 
somewhat more complex, than that of the previous method, but 
no such expensive instrument as a colorimeter is necessary, and 
it can be carried out comparatively simply and smoothly on an 
ordinary laboratory table without any special apparatus as a 
fuming chamber. 
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Moreover, not only the determination of total nitrogen in 
the urine and total and non-protein nitrogen in the blood, 
but also it is possible to estimate the urea and ammonia in the 
urine and in the blood with the same apparatus. 


II, Exprerimentat METHOD. 
A. Principic, 


The materials are decomposed by boiling with the author’s 
digestion mixture as in the ordinary Kjeldahl Method, the 
ammonia formed is set free by the addition of alkali and carried 
over into an acid solution by means of the combination of 
distillation and aspiration, and the excess of acid is titrated 
with a known normal alkaline solution. In this manner the 
time required for the completion of determination is very much 
shortened. 


B. Reagents. 
1. Digestion Mizture. 


Concentrated Sulphric Acid,.......- 10. ce. 
aim SUlphAi6« casas we kes a nce 

§ Copper Sulphate solution, .... 1. ce. 
Dias water up to. ...... 2-100. co. 


Dissolve 2 grams of Potassium Sulpracs in about 70 cc. of 
distilled water, add 1ce. of 10% Copper Sulphate solution and 
10 cc. of Sulphric acid and then make up to 100 cc. with distilled 
water. 

2. 50% NaOH solution. 

3. n|50-H2SO, solution. 

4. n[100-NaOH. solution. 

3 and 4 solutions should be prepared just before use from 
n/5-H,SO, and n/10-NaOH, which should have been prepared 
carefully beforehand. The accuracy of these two solutions must 
be confirmed. 


5. Alizalin yellow solution. 
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Dissolve 0.05 grams of alizalin yellow in 50 cc. of alcohol 
and make up to 100cc. with distilled water. 
6. Hydrogen peroxide. (3 per cent) 


C. Apparatus and Instruments. 


50 cc. volumetric flasks. 
100 cc. 5 eee 
0.5 cc. Ostwald’s pipette. 
10 cc. pipette. 

5 ce. Pe 

3 cc. Komagome pipette. 
25 cc. burette. (preferably micro-burctte), 
Dropping bottle. 

Air washing bottle. 
Water pump. 
Apparatus. 

The apparatus consists of a digestion tube, receiver and 
airwashing bottle. The digestion tube is made of hard glass, 
83cm. in diameter, 30cm. in length, and expanded in the lower 
end of the tube to prevent the bumping of the contents when 
digestion or aspiration is carried out. The receiver is also a 
large hard glass test tube of 83cm. in diameter and 30cm. in 
length. A two-hole glass stopper is placed in each tube, to 
which pass the inlet and outlet glass tubes, the former reaches 
nearly to the bottom and it has a sealed ending with small holes 
punched in its side. The latter is extended to a point just below 
the stopper. The inlet of the digestion tube is connected to 
the air washing bottle which is simply a bottle containing 10 
per cent. sulphric acid placed at the end of the outlet to prevent 
the ammonia in the air from gaining entrance into the test. 
The outlet tube is connected to the inlet of the recciver, and the 
outlet of the receiver to the water pump. Most of these jun- 
ctions, except between the outlet of the receiver and the water 
pump, are made with glass tubes and joined with small picces 
of rubber tubing. Every care was taken to minimize the error 
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Wifey. dle 


To the 
water pumpP 


1, Shows digestion, 2, Shows the arrangement 
of whole apparatus, 


A....Washing bottle, 
B....Digestion tube, 
C....Receiver, 


occuring from the rubber connections. 
Fig. 1, shows the manner of arrangement of the apparatus. 


D. Procedure. 
For the determination, an amount of materials sufficient to 
contain between 0.1 to 3.0 mgms. nitrogen is required. 
I. An approval of apparatus and reagents. 


A test experiment was carried out using 5,0cc. distilled 
water instead of material containing nitrogen, and it was proved 
that there was no error in the apparatus and reagents. 


II. Determination of nitrogen in the wrine. 


As in the ordinary Micro-Kjeldahl Method, the urine 
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determined should be diluted in a certain definite degree, usually 
twenty times, although sometimes a dilution of ten times is 
sufficient, as indicated by a low specific gravity, i.e. below 
1.015. Introduce 5 or 10 cc. of the urine into a 100cc. volu- 
metric flask. Fill the flask to the mark with distilled water 
and invert it several times in order to insure thorough mixing. 

Digestion ;—This process is almost similar to that of the 
former excepting that the time required for digestion is somewhat 
longer, because the material contains more water. 

Transfer 5cc. of diluted urine to a digestion tube. Add 
to this 5cc. of the digestion mixture. Place the tube on the 
holder in a slant position and attach the gas aspirating ap- 
paratus. Boil vigorously over a micro-burner until characteristic 
dense fumes begin to fill the tube. This will happen in from 
3 to 5 minutes, depending on the size of the flame. When 
the content becomes dark brown, put the flame aside for about 
one minute, then, when the tube is still warm (not hot), add 
a few drops of hydrogen peroxide, heat the tube again until 
the content becomes clear and light green. This ordinarily 
takes about one minute. When digestion is completed, allow 
the tube to cool for a few minutes and add about 30 cc. of 
ammonia free distilled water and stopper. 

Distillation ;—Place 5.0 to 20.0 ce. of n/50-H,SO, solution 
in the receiver. Add to this 1cc. alizalin solution as an indi- 
cator. Connect to the digestion tube and the water pump as 
shown in Fig. 1. Add 2cc. of 50 per cent. sodium hydroxide 
solution to the digestion tube through the inlet with a komagome 
pipette, then connect to the air washing bottle without delay. 
As soon as connection is made apply the flame again and 
aspiration is carried out. It is better to aspirate, slowly at 
first and then gradually at full force but care must be taken 
that the splash does not come up too high. Under ordinary 
condition all of the ammonia is transferred to the receiver in 
about fifteen minutes. 

Titration ;—Disconnect the receiver, wash down the inside 
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and outside of the inlet tube with distilled water as usual, and 
titrate the excess of acid with n/100-NaOH solution. 

Calculation ;—Subtract the number of cubic centimeters 
of n/100 NaoH used in the titration from the number of cubic 
centimters of H.SO, taken as n/100 solution. The remainder 
is equivalent to the number of cubic centimeters of n/100-H,SO, 
neutralized by the ammonia of the urine. One cc. of n/100- 
H.SO, is equivalent to 0.14 milligrams of nitrogen. Therefore, 
if V represents the volume of the diluted urine used in the 
determination, D,-number of dilution, S,-number of cc. of 
n/50-H.SO, taken to the receiver, N,-number of ec. of n/100 
NaOH used for titration to neutralize the excess of acid, the 
following formula is arrived at ;— 


(Sx 2—N)x0.14x al =mgm. of nitrogen in 100cc. of the 


r 


anni original urine. 


Results. 

TaBLEe I shows the comparison of the results obtained from 
the determination of nitrogen in the human and rabbit urine 
by the Macro-Kjeldahl Method and the author’s. The differences 
between the results obtained by these two methods are 0.5 per 
cent. in the smallest, 2.7 per cent. in the largest and the average 
is 1.4 per wat. 

In Taste II is shown the results of estimation of the 
nitrogen in urea, uric acid, creatinine, glycocole and allantoin 
by the Macro-Kjeldahl Method and the author’s, and they are 
compared to their theoretical values. The values obtained by 
the former differ from 1.8 to 6.0 per cent. and the average is 
2.5 per cent. less than the theoretical values, and the differences 
of those by the author’s are from 0.6 to 4.4 per cent. and the 
average is 1.9 per cent. less than them. On the other hand 
the difference between the Macro-KjeldahlI’ Method and the 
author’s is only 1.9 per cent. 

Taare IIT shows that after the nitrogen in the urine was 
determined, various amounts of several kind of nitrogenous 
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TABLE J, 
ey Result 
“ Specific : Macro- from [Difference 
No. Materials Gravity Reaction R elgall Author’s 0¢ 
gm. per 100 cc. 
i Human urine 1.016 Acid 0.873 0.885 13 
2 Sy Be 1.023 A 1,008 1,016 1.3 
3 5 a 1.020 <3 1.156 1.148 0.7 
4 35 ‘A 1.028 cs Tele? 1.132 0.9 
5 Pe ae 1.015 eS 0.813 0.820 0.8 
6 Ai 5 1.017 “ 0.913 0.927 1.5 
tf . A 1.016 x 0.965 0.989 2.5 
8 9% i, 1.020 e 1.053 1,061 0.7 
9 mE 5 1.015 fe 0.832 0.853 25 
10 4 - 1.002 Acid 0.4038 0.414 20 
11 Urine of rabbit 1.015 alk. 0.605 0.602 0.5 
12 ” 1.015 “3 0.664 0.650 21 
PANT ONA OC Oree mites ereiravctisionatersasiet sade tations elle! ¢) scitie asate! istays-ead ano heieis aU@)s ceavee eraial si» 1.4 
TABLE II, 
Theore- pene | Result ; D ee 
. tical rom ‘\pifference from |Difference ‘ 
Materials fal Macro- or tions ae two 
YaMes | Kjeldahl! ae. > he methods 
me. meg; 07 
mg. ma) 
Urea 0.466 0.460 ile 0.457 1.9 0.6 
Uric acid Bye 0.513 6.0 0.327 bate} 4.4 
Creatinine says 0.362 2.4 0.366 1.8 elie 
Glycocole 0,183 0.179 22 0.177 3.2 v1 
Allantoine 0.354 0.356 0.6 0.347 WY) 220 
PAVEYAGCO: “see cees-s ses sires cine ee Ui leaaacoaone 20) 1.9 
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TABLE III, 
Nitrogen ieee ce heehee wa aes d sie . 
No. ures Theare ® "| Author's ge 
per 5100 cec.| Substance tie cal per aot 
mg. 
1 1,239 Urea 0.466 1.696 1,678 1.0 
2 3 4 0.932 2.162 2.097 3.0 
3 £ | =p 1.398 2.628 2.574 2.1 
4 ”” ” 1,864 3.094 2.993 3.2 
5 5 ne 2,330 3.560 3.573 0.3 
6 1,106 Uric acid 0.333 1.489 1,414 aIEY 
7 ” ” 0,666 1.772 1.792 iL 
8 ” 5 0.999 2.105 2.020 4.0 
9 ” Rs 1.332 2.438 2.353 3.4 
10 ” 9 1.665 2.771 2.716 2.0 
11 1.148 Creatinine 0.371 1.519 1.476 28 
12 ” ” 0.742 1.890 1.823 3.5 
13 ” 1,118 2.261 2.216 1.9 
14 ” ” 1.484 2.632 2.527 4.0 
15 ” ” 1,855 3.003 2.923 2.7 
Urea 0.466 
16 1,148 Uric acid 0.333 2.318 2.264 2.2 
Creatinine 0.371 
Average 
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TABLE IV. 
“from. | Result . 
Urine Specific ; Macro- A Difference 
No. | Gravity | Reaction | Kjeidani | Author's | 
gm. per 100 cc. gm. eo 
1 1.021 Acid 0.946 0,983 0,037 3.9 
0.965 1,002 0.037 39 
0.987 1.005 0.018 APF 
1,003 0.991 0.012 1.2 
JD ERA devel es Os Renee ne 5.7% img 2,7 
2 1,015 Acid 0.733 0.771 0.038 49 
0.757 0.781 0,024 3.0 
0.776 0.796 0.020 2.5 
0.770 0.790 0.020 2.5 
WDITPe TICE easing core sis nese ess 5.4% 3.1% 3.2 
3 1,020 Acid 0,852 0.883 0.031 3.5 
0.853 0,862 0.009 1.0 
0.853 0.857 0,004 0.4 
0.829 0.875 0.046 5.2 
IP IEECTOMCE: ke cme are ovale cline aslo ay 2.0% 299% 2.5 
4 1.022 Acid 1.036 1,007 0,029 28 
1,028 1,008 0,020 1g 
1,030 1,017 0,013 1.2 
1.039 0.997 0,942 4.0 
MD EEETOINCE ate tet oie ores ries ote oh 6 als as 2.5 
AVERAGE DIFFERENCE.........- 3.75% 2 44% 2. 
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substances as urea, uric acid and creatinine were added, and 
the amounts of nitrogen in these materials were estimated by 
the author’s method. The results were compared with the expected 
values. Differences are 0.3 to 3.2 per cent. in urea, 1.1 ta 4.0 
per cent. in uric acid, 1.9 to 4.0 per cent. in creatinine and 
in a mixture of urea, uric acid and creatinine the average is 
2.4 per cent. 

Tanie IV shows that the determinations were carried out 
with the same material four times each by the Macro-Kjeldahl 
Method and the author’s. The results obtained by them were 
compared with each other. The differences between the smallest 
value and the largest are 5.7 5.4 2.8 1.1 per cent. and the 
average error is 3.75 per cent. in the former, while in the latter 
method the respective values of 1.1 3.1 2.9 1.9 and 2.44 per 
cent. were obtained. The difference in each case between the 
Macro-Kjeldahl Method and the author’s varied from 0.4 to 5.2 
per cent. and the average is 2.7 per cent. 


ITI. Determination of total and non-protein nitrogen 
in the whole, blood, plasma and corpuscle. 


1. Preparation of materials. 


Place a small amount of potassium oxalate in the blood 
bottle (20 mgm. of potassium oxalate per 10 cc. of blood should 
be used) To this, add blood slowly or drop by drop with constant 
shaking to prevent coagulation. Use of much larger amounts 
of oxalate interferes with deproteinization. 

0.5 cc. of oxalated blood is taken with an Ostward’s pipette 
into a 50cc. volumetric flask; the pipette is washed out several 
times into the flask, and made up to the mark, then mixed 
well by inversion. A part of the remainder is left for the 
determination of non-protein nitrogen, and the rest (2.5¢c. or 
more) is placed into the centrifuge tube which is accurately 
graduated to 0.1 cc. then ccntrifugalize for fifteen minutes with 
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a speed of two thousand revolutions per minutes, thus the 
proportion of the plasma and corpuscle is decided. 0.5cc. of 
the supernatant fluid (plasma) is withdrawn with an Ostward’s 
pipette and transfered into the 50 cc. volumetric flask and one 
per cent. plasma mixture is made in a similar way to the whole 
blood). The remainder of the plasma is left for the determi- 
nation of non-protein nitrogen. To the corpuscles (containing 
a little plasma) in the tube, add 0.85 per cent phyiological 
salt solution, mix with a fine glass rod, and centrifugalize again. 
The supernatant fluid is poured without loss of any corpuscles. 
These processes are repeated several times until the supernatant 
fluid does not show any trace of protein. The corpuscles are 
then diluted 100 times and mixed. These mixtures of the whole 
blood, plasma and corpuscle are to be made up to one per cent. 
It is exceedingly troublesome to make the corpuscle mixture, 
mentioned above, and an mistake is easily made. The author, 
therefore calculates the total and non-protein nitrogen in the 
corpuscle indirectly by substracting those in the plasma from 
those in the whole blood. The results obtained by direct and 
indirect methods were almost identical. 


2. Proteinization of the whole blood and plasma. 


Transfer a measured quantity (1 to 10 cc.) of oxalaied blood 
to a flask having a capacity of fifteen to twenty times that of the 
volume taken, or to an ordinary test tube when a small amount 
of blood is taken. Dilute the blood or plasma with seven volu- 
mes of water. Add 0.6 volume of 25 per cent meta phosphoric 
acid solution which is prepared just before use, from a koma 
gome pipette very slowly (drop by drop) with constant shaking, 
and make up to 10 volumes. Close the mouth of the flask or test- 
tube with a rubber stopper and shake. If the conditions are 
right, hardly a single air bubble will form as a result of the 
shaking. - Let stand for an hour. The colour of the coagulum 
gradually changes from bright red to dark brown. If this 
change in colour does not occur, the coagulation is incomplete, 
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usually because too much oxalate is present. In such emergency 
the sample may be saved by adding phosphoric solution, one 
. drop at a time shaking vigorously after each drop, and continuing 
until there is practically no foaming and the dark brown colour 
has set in. The volume of extra added phosphoric acid solution 
should be corrected when calculating. Pour the mixture on a 
filter large enough to hold it all. This filtration should be 
begun by adding only a few cubic centimeter of the mixture 
down the double portion of the filter paper and with-holding 
the remainder until the whole filter has become wet. Then 
the whole of the mixture is poured into the funnel and covered 
with a watch glass. When the filtration is made, the very 
first portion of the fitrate should be clear as water and no 
refiltering is necessary. 

With a portion of the filtrate, Biuret reaction, Millon’s 
reaction and sulphosalicylic acid reaction should be tested for 
protein. All of these reactions must be negative. 

Phosphoric acid meta used is Merck’s preparation. A 25 
per cent solution should be prepared just previous to use. 


3. Procedure. 


The procedures are similar to that of the urine. 

Transfer 5cc. of the diluted whole blood, plasma or the 
filtrate to the digestion tube. Add 5cc. of the digestion mixture. 
Digestion is carried out in the same manner as in the urine, 
but the oxidation by adding hydrogen peroxide should be 
repeated twice or more for these first two materials, (the whole 
blood and plasma), because they are very difficult to digest. 
The process of distillaspiration and calculation are similar to 
those of the urine, i. e. 

(Sx 2—N) x 0.14x =P =mgm. of nitrogen in 100 cc. of blood. 
D 


S;—number of cubic centimeters of n/50-sulphric acid, taken to the re- 
ceiver, 
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TABLE V. 

Original ce an Results 

materials substances Expected| from Diffe- 
No. Values | Author’s i 

° : mg. Method 6 
Material eee Material nen mg. 
; g. 
Whole 

1 blood 1,316 Urea 0.466 1,782- 1.731 3.0 

2 id 3 * 0.932 2.248 2.147 46 

3 fa i if 1.398 2.714 2.62 3.2 

4, ” ss , 1.864 3.180 3.012 5.3 

PAOD pert mistasialaisie sistatni ne troieiciiae cists eciersissiere e/ele sities sie aisles ee wee 4.0 

5 Plasma 0.644 Urea 0.466 1,110 1.059 5.7 

6 : = ' 0.932 1.576 1.511 41 

i “3 i A 1.398 2.042 1,973 3.4 

8 ” ” i 1.864 2.511 2.483 1 

PAV ONAQC Wepre isieteiel aleleloieletcuacsicat aieiriels s\sqricisial ai #76) l« e/c7s'e/ «/elsleceieteis'® isis) o/eisis los sia 3.8 

Original re eae Results 
materials substances Expected| from Diffe- 
No. Values | Author’s|} rence 
cee ire? mg. Method % 
Material seg ai atarial as mg. 
Whole B. 

9 filtrate 0.308 Urea 0.466 0.774 0.479 3.2 
10 in < 0.932 1.340 1.280 46 
11 ie i « 1.398 1.706 1.636 41 
12 ie = a 1.864 2.172 2,031 6.6 

UNS BL ya Pace SPICY ALA OIGICICICEON CIID OTTO AOI scdncdnsponacdeeb Ecc 4.6 
Plasma 
13 filtrate 0.431 Urea 0.466 0.897 0.861 4.0 
14 eS - 5 0.932 1.363 1.333 2.1 
15 _ a “ 1.398 1.829 1,761 el 
16 ee - e 1.864 2.295 2018 3.6 
ERY CV AGC Wetecte crsicicni Nesielnetels Caieee se Fesetete attests eusietertrafanctevslayetole re oieisinictaverstalele geo: 
OTA AVERAGE Mi eetemcrielen dese ce csi = caren ab 0 sialvaleisie clove sve sole) eicin vis)si es 4.0 
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N;-number of cubic centimeters of n/100-sodium hydroxide, used for 
titration to neutralize the excess of acid. 

D;—number of dilution of material. 

V;-—number of cubic centimeters of material (diluted) used for determina- 
tion. 


In the first place, the nitrogen in the materials, as the 
whole blood, plasma, and filtrates, was estirnated, then, to these 
materials, were added various amounts of urea, and the deter- 
mination of nitrogen in each case was carried out by the author’s 
method. 

The results obtained were compared to the theoretical values. 

Results :— ; 

The difference is 1.1 per cent. in the smallest, 6.6 per cent. 
in-the largest and the average is 4.0 per cent. (see TABLE V). 


Ill. Summary. 


From the above experiments, the author summarizes as 
follows :— < 

1. The estimation is carried out with very simple apparatus 
and reagents, on an ordinary laboratory table without any special 
equipment. 


2. It can be easily determined and. the results are satis- 
factory. | | 

3. Not only is the total nitrogen in the urine, and the 
total and non-protein nitrogen in the blood determined but the 
amrnonia and urea nitrogen in the urine as well as in the blood 
can be estimated with the Folin’s aspiration method, using this 
apparatus. 


IV. SvuprueMent. 


Distribution of nitrogen in the nomal human blood 

The total nitrogen and non-protein nitrogen in the whole 
blood, plasma and corpuscle were determined by the method, 
mentioned above, in eighteen subjects; fourteen males and four 
females, the ages ranging from seventeen to- sixtyfive. 
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TABLE VI. 
3 
Whole Blood Plasma Corpuscle 
3 ; & a © =| & =| © =| 3 q 
SS tee (ees |e be de | BS. bes 
A hz Ba. Zz 54 2 Zz, $2 
per 100 ce. cc. per 100 cc. ee per “100 cc, 
1.|34|/M.] 2772 | 33.60] 484] 478 | 11.23 | 51.6} 2994 | 9237 
2. | 65 |M.| 2996 | 36.40 | 80.0] 536 | 13.04 | 20.0] 2460 | 23.36 
8 | 30|M.| 2660 | 28.00 | 54.3} 595 | 18.19 | 45.7 2194 | 14.81 
4 |27/¥F.| 29.40] 33.60 | 53.6] 49g | 14.11 | 46.4| 2307 | 19.49 
5 |35|M.| 2852 | 33.60 | 55.7| ges | 14.60 | 44.3] 2387 | 19.00 
6 | 43|M.| 2783 | 36.40 | 538] 4g | 16.03 | 46.2| 22.98 | 20.37 
7 |os|a.| 2576 | 3080 | 502 433 | 11.76 | 49.9] 2145 | 19.04 
8 |22/M.| 2471 | 33.60 | 52.7] 4g, | 10.18-| 47.3| 2010 | 23.47 
9 |23|F.| 2730 | 28.00 | 54.4] 510 9.27 | 45.6 | 2290 | 18,28 
10 |57|M.| 3150 | 36.40 | 57.1] 613 | 14.17 | 42.1] 2537 | 22.23 
11 | 25|M.| 2660 | 37.60 | 50.0] @16 | 14.00 | 50.0| 2170 | 23.60 
12 |17/M.| 2840 | 3172 | 54.0] 516 | 12.13 | 46.0) 2324 | 16.59 
13 | 27|M.| 3010 | 33.17 | 51.5| 5e7 | 14.33 | 48.5) 2483 | 18.84 
14 |37|¥F.| 2765 | 27.37 | 53.0| 4s7 | 11.14 | 47.0] 2978 | 16.28 
15 | 55|M.| 2864 | 37.13 | 58.0 | 590 | 15.31 | 42.0| 2274 | 21.82 
16 |28|M.| 2785 | 30.30 | 51.0| 470 | 11.76 | 49.0} 2315 | 18.54 
17 |30|M.| 2998 | 27.63 | 56.0] 513, 9.97 | 44.0 | (2485 | 17.66 
ig |45|F.| 2798 | 3331 | 59.0] 487 | 12.13 | 41.0] 2311 | 21.18 
Aver. 2811 | 3267 | 554) 508 | 127b | 449) 2313 19.99 
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The results are shown in Tasre VI. 

From these results, the proportion between plasma and 
corpuscles was 55.1:44.9. The total nitrogen in tne blood 
varied from 2471 to 3010 mg. and the average was 2811 mg. 
per 100cc. 18 per cent. of it. was contained in the plasma, and 
62 per cent. in the corpuscle. Non-protein nitrogen in the 
blood ranged from 27.37 to 37.60mg. and the average was 
32.67 mg. per each 100cc. 39 per cent. was contained in the 
plasma, and 61 per cent. in the corpuscles. 


The author is indebted to Prof. Dr. T. Nagayama for 
his kind advice and for the proof reading of- this paper. He 
also, wishes to express his thanks to the board of this depart- 
ment. 
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UBER DEN EINFLUSS VON ATROPIN AUF DIE 
ALIMENTARE HYPERGLYKAMIE. 


Von 


SHOICHI TERASHIMA. 
(Aus der medizinischen Klinik von Prof. R. Inada der 
katserlichen Universitét zu Tokyo.) 


(Eingegangen am 19. April 1927.) 


Lange Zeit hindurch wurde die Frage iiber die Atropin- 
wirkung auf die Zuckerassimilation diskutiert. Viele Autoren 
(Rudisch 1906, Forschheimer 1911, Bornstein 1921) 
glauben, dass das Gift auf die Glykosurie resp. auf die Hypergly- 
kamie herabsetzend wirkt. Rudisch spricht geradezu tiber die 
Atropinbehandlung der Zuckerkrankheiten. Andere Autoren 
(Mosenthal 1912, McLeod 1908) haben eine solche giinstige 
Wirkung des Atropins vermisst. Ja, einige wollen sogar (Rafael 
1899, Wertheimer u. Battez 1909, Maebo 1916) behaupten, 
dass das Gift in grossen Dosen eine Blutzuckersteigerung oder 
Glykosurie veranlasst. Vor kurzem hat Shim (1925) in hiesiger 
Klinik festgestellt, dass Atropin den ntichternen Blutzuckerwert 
beim Diabetiker und beim Nichtdiabetiker gewéhnlich gar nicht 
beeinflusst, wihrend die alimentiire Hyperglykiimie beim leichten 
Diabetiker und beim Nichtdiabetiker sehr hiufig dadurch in 
gewissem Masse verringert wird. Er hat aber nach Atropinzu- 
fuhr an einem Zuckerkranken eine deutliche Steigerung des 
niichternen Blutzuckerwertes und an einem anderen mittel- 
schweren Diabetesfall eine deutliche Steigerung der alimentiren 
Hyperglykiimie beobachtet. Bei diesem Befunde sind wir zur 
Meinung gekommen, dass die oft von verschiedenen Autoren 
beobachtete Herabsetzung der alimentiren Hyperglykiimie oder 
Glykosurie durch Atropin nicht durch eine direkte Beeinflussung 
der inneren Sekretionen oder der Nervenfunktionen, sondern 
nur einfach durch die Verzégerung der Zuckerresorption herbei- 
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gefiihrt worden sei, wihrend das Gift in grossen Dosen eher 
zuckermobilisierend wirkt. 

Um diese Vermutung zu bestétigen und so wo méglich der 
viel bestrittenen Frage eine Ende zu machen, haben wir folgende 
Untersuchung unter der Leitung von Proff. R. Inada und 
Kk. Sakaguchi ausgefiihrt. 


J. Ezyriuss pES ATROPINS AUF DIE HyPERGLYKAMIE, 
WELCHE DURCIL DUODENAL ZUGEFUHRTE ZUCKER- 
LOSUNG HERVORGERUFEN WIRD. 


Wenn die Vermutung zutrifft, dass die herabsetzende 
Wirkung des Atropins auf die alimentire Hyperglykimie nur 
auf die Verzégerung der Zuckerresorption zuriickzufiihren sei, 
muss man erwarten, dass diese gtinstige Wirkung des Atropins 
auf die Zuckerassimilation ganz vermisst wird, wenn man Zucker 
auf dem Umwege des Magens direckt in das Duodenum einfihrt. 

Bei unseren Untersuchungen gingen wir also so vor, das3 
wir zuerst den Versuchspersonen morgens in niichternem Zustand 
nach einer vorangehenden Blutzuckeruntersuchung 100 ccm 
lauwarme 50% Lésung von chemisch reinem Traubenzucker 
(Merck) mittels einer Einhornschen Pumpe direkt ins Duo- 
denum einfiihrten und dann halb resp. einstiindlich vier Stunden 
lang den Blutzucker untersuchten, Die Einlaufszeit der Zucker- 
lésung dauerte 2-5 Minuten und die Blutuntersuchungszeit 
wurde vom Ende ab gemessen (Kontrollversuch=K in der 
Tabells I). An anderen Tagen wurden die Versuche in ganz 
gleicher Orduung wiederholt, nur dass hier 1mg Atropin 
direkt -vor der Zuckerzufuhr subkutan injiziert wurde (Atropin- 
versuch=A in der tabelle); die einzelnen Daten sind in der 
Tabelle I wiedergegeben. 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, dass im Kontroll- wie 
im Atropinversuch die Blutzuckersteigerung nach Zuckerzufubr 
fast in gleicher Starke ausfiel. Jedenfalls hat bei diesen Unter- 
suchungen das Atropin in keinem Fall die alimentiire Hyper- 
glykamie deutlich unterdriickt. Oft wurde sogar der Blutzuc- 
keranstieg nach Atropininjektion stirker als sonst gefunden. 


II. VersucnEe aM KaANINCHEN MIT INTRAPERITONFALER 
ZUCKERZUFUHR. 


Um zu sehen, ob Atropin unabhiingig von der Zucker- 
resorption die Blutzuckersteigerung nach Zuckerzufuhr berab- 
driicken kann, haben wir an Kaninchen folgende Untersuchung 
ausgeftihrt. 

Weil das Kaninchen ein empfindliches Tier ist und sein 
Blutzuckergehalt bekanntlich bei Manipulation durch Aufregung 
sich sehr leicht verindern kann, so haben wir mit unserer 
Untersuchung solange gewartet, bis die Versuchstiere sich an 
das Labaratoriumsleben gewohnten, so dass die Blutzuckerkurve 
nach Dextrosezufuhr in  Blindversuchen’ keine © starken 
Schwankungen zeigte. Nun haben wir den Versuchstieren 25 ccm 
von 5% Traubenzuckerlésung auf Kérpertemperatur erwdrmt 
intraperitoneal zugefiihrt und die Blutzuckerverdinderung dabei 
serienartig untersucht. Ein andersmal wurden 2 ccm von 0.19% 
Atropinlésung direkt vor der Zuckerzufuhr subkutan injiziert 
und deren Einfluss auf die durch parenteral zugefithrten Zucker 
hervorgrufene Hyperglykiimie untersucht: 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, dass Atropin, aus- 
genommen zwei Versuche, auf die Hyperglykiimie, welche durch 
intraperitoneale Zuckerzufuhr hervorgerufen wurde, nicht he- 
rabsetzend einwirkte. 


III. Eryrruss pes ATROPINS AUF VERSCHIEDEN 
STARKE ALIMENTARE HYPERGLYKAMIE BEIM 
 NICHTDIABETIKER. 


Beim Gesunden mit einer guten Zuckerassimilationskraft 
wird der Grad der alimentiren Hyperglykiimie bekanntlich 
durch die Grésse der Kohlenhydratzufuhr wenig beeinflusst. 
Bei dieser Sachlage ist es von vornherein ganz begreiflich, dass 
die Verlangsamung der Zuckerresorption auf die alimentaire 
Hyperglykamie keine besondere Wirkung ausiibt. Dagegen bei 
einer gestérten Zuckerassimilation, wo alimentire Hyperglykimie 
etwas stirker vorkommt, wird die letztere durch die verabreichte 
Kohlenhydratmenge resp. durch die Geschwindigkeit der Zucker- 
resorption merklich beeinflusst. Bei solchen Fallen muss die 
Verzégerung der Zuckerresorption. auf die alimentiire Hypergly- 
kamie erniedrigend wirken. MHier sei an die von Sakaguchi 
u. a. mitgeteilte Erscheinung erinnert, dass leichte Glykosurie 
resp. alimentire Hyperglykimie der leichten Diabetiker durch 
grosse Fettzufuhr wegen der Verlangsamung der Magenent- 
leerung unterdriickt wird. Wenn also die giinstige Wirkung 
des Atropins auf die Zuckerassimilation weseutlich aut der 
Beeinflussung der Magenmotilitit beruht, so ist es mdglich, dass 
seine Wirkung beim Nichtdiabetiker mit sciner verschiedenen 
- Assimilationskraft fiir Zucker verschieden stark ausfillt. Nun 
haben wir am Nichtdiabetiker bei verschicden starker alimen- 
tiirer Hyperglykiimie die Atropinwirkung untersucht. 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, dass die herabsetzende 
Wirkung des Atropins auf die alimentiire Hyperglykimie beim 
Nichtdiabetiker nur dann auftritt, wenn die Hyperglykimie in 
Kontrollversuchen relativ stark in die Erscheinung tritt. Dagegen 
wurde beim Kranken mit einer guten Assimilation, bei welchem 
die alimentire Hyperglykiimie geringfiigig war, die Atropin- 
wirkung vermisst. 


IV. VeERsucHE BEIM DIABETIKER. 


Die einzelnen Daten sind in der Tabelle IV wiedergegeben. 

Wie die Tabelle zeigt, hat das Atropin die alimentiire 
Hyperglykiimie nur in solchen Fallen deutlich herabgesetzt, 
wo die Hyperglykiimie in Kontrollversuchen im Allgemeinen 
kurzdauernd war. Fir lange dauernde starke alimentiire Hyper- 
glykamie war seine Wirkung nicht auffallend. 


V. \VERSUCHE BEIM PANKREASDIABETISCHEN HUuNDE. 


Dem Ticre wurde etwa 1/7-1/10 Pankreas herausgeschnitten 
und nach der Erholung die Atropinwirkung auf alimentiire 
Hyperglykiimie untersucht. Siehe Tabelle V 

Auch beim pankreasdiabetischen Hund scheint Atropin auf 
die alimentiire Hyperglykimie herabsetzend zu wirken. 


ZUSAMMEN FASSUNG. 


1. Obwohl das Atropin hiiufig auf dic alimentiire Hyper- 
glykimie und Glykosurie herabsetzend wirkt, so tritt diese 
Erscheinung nur unter gewissen Bedingungen auf. 

2. Beim Nichtdiabetiker ist die den Blutzuckergehalt he- 
rabsetzende Wirkung des Atropins nur in dem Falle deutlich zu 
beobachten, wo beim Kontrollversuch eine relativ deutliche, 
aber kurze Zeit dauernde alimentire Hyperglykiimie zustande 
kommt. Wo die letztere nur in geringem Grade auftritt, wird 
die Atropinwirkung vermisst. 

3. Beim Diabetiker wird nur eine leichte und kurz dauernde 
alimentire Hyperglykimie, welche 2 oder 3 Stunden nach dem 
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Essen schon zum normalen Wert zuriicksinkt, durch Atropin 
deutlich unterdriickt, wihrend bei einer starken, tiber mehrere 
Stunden lang fortdauernden die Besserung der Zuckerassimila- 
tion durch das Gift hiufig vermisst wird. 

4. Die die Zuckerassimilationskraft scheinbar verstirkende 
Wirkung des Atropins wurde am Menschen bei intraduodenaler 
Zuckerzufuhr und am Kaninchen bei intraperitonealer Zucker- 
zufuhr vermisst. 

5. Beim Pankreashund beobachtet man wie beim mensch- 
lichen Diabetes, dass das Gift eine kurzdauerde alimentire 
Hyperglykamie sichtlith unterdriickt. 

6. Aus allen diesen Befunden muss man den Schluss 
ziehen, dass das Atropin durch Verzégerung der Zuckerresorp- 
tion die alimentaire Hyperglykamie herabsetzt und infolgedessen 
das Gift in dem Falle ganz wirkungslos ist, wo die alimentaire 
Hyperglykamie infolge der schlechten Assimilation sehr lange 
dauert und durch eine geringe Verspitung oder Beférderung 
der Kohlehydratresorption wenig beeinflusst bleibt, wie es der 
Fall ist, wenn einem Diabetiker eine ihre Toleranz stark tiber- 
schreitende Kost verabreicht wird. 
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UBER DIE URSODESOXYCHOLSAURE AUS 
BARENGALLEN UND IHRE PHY- 
SIOLOGISCHE WIRKUNG. 


Von 


MASATO SHODA., 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama. 
Vorstand: Prof. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 12, Mai 1927) 


Die Gallensiiure wird zwar in der Leber gebildet, aber die 
Entstehung derselben ist nicht bekannt. Seitdem Windaus 
und Wieland chemisch struktuell einen innigen Zusammen- 
hang zwischen Cholesterin und Gallensiure gefunden haben, 
wurde der Einfluss von Cholesterin auf die Gallensiurebilldung 
von vielen Autoren untersucht. Doch waren ihre Mithen er- 
folglos und der Zusammenhang zwischen Cholesterin und Gallen- 
siure bei der Gallensiurebildung wurde nicht festgestellt. 

Bei der Aufnahme Vitamin-A-reicher Nahrung oder bei 
der subkutanen Injektion von Biosterin wurde die Galleuséure 
in der Galle des Menschen und Hundes von Yonemura (1927) 
und Sugano (1927) vermehrt gefunden und erklirt, dass das 
Vitamin-A eine Quelle der Gallensiiure sel. 

Im Pflanzenreiche kommen viele Sterine vor, die dem 
Cholesterin und Biosterin chemisch struktuell nahe stehen und 
als Nahrungsbestandteile benutzt werden. Wenn die Sterine, 
wie Biosterin, die Quelle der Gallensiure wiiren, dann wiirde 
die Gallensiiure in der Galle verschieden auftreten, und es mtisste 
also ein bestimmter Zusammenhang zwischen Nahrung und 
Gallensiiure bestehen. 

Durch die Untersuchungen der verschiedenen Gallen ist klar 
geworden, dass die Gallensiuren in der Galle je nach der Art der 
Tiere ganz verschieden sind; die Gallensiure der Schweinsgalle 
besteht hauptsiichlich aus Hyodesoxycholsiure (Windaus 1923, 


505 


506 M. Shoda: 


1926), dic der Hithnergalle aus Gallodesoxycholséure (Yonemura 
1926). In der Galle des Menschen und des Rindes kommen 
Cholsiiure, Desoxycholsiure und Anthropodesoxycholsiure (W ie- 
land 1924, 1925) als Hauptbestandteile vor. Die Gallensdéuren 
der Ziegengalle, wie M. Schenk (1925), der Schafgalle, wie M. 
Schenk (1925), und der Fischgalle, wie Hosokawa, Ikoma, 
Kobayashi und Shoda (1927) angeben, sind hauptsaéchlich 
Cholséiuren. 

Im Jahre 1902 hat Hammersten sich mit Eisbirengalle 
beschaftigt. Er hat zeigen kénnen, dass in der Eisbirengalle 
Cholsiiure, Choleinsiure (Latschinoffs) und Ursocholeinséure 
vorkommen. Die Choleinsiure wurde als Bariumsalz aus der 
verseiften Galle isoliert und soll die Formel CxHwO.. 1/2 H,O 
besitzen. Hammersten hat erklart, dass es neben dieser Séiure 
noch eine andere Ursocholeinsiure gibt. Aber sie ist nicht in 
krystallisiertem Zustand gewonnen worden. 

Weiteres tiber die Biéirengallensiuren ist nicht bekannt 
geworden. Interessant erscheint, dass die Choleinsiure Haupt- 
bestandteil der Gallensdure ist. Bei Wiederaufnahme der Unter- 
suchung habe ich aus der verseiften Gallenfltssigkeit der Biren 
gut kristallisierte spezifische Gallensiure und das Taurin er- 
halten; die Saéure hat die Forme] CHO, und soll Urzodesoxy- 
cholsiure heissen. In der Béirengalle kommt die Tauro-urso- 
desoxycholsiure vor, die durch Lauge in Taurin und Ursodesoxy- 
cholsiure gespalten werden kann. 

Die Ursodesoxycholsiure kristallisiert «i 1. aus verdiinntem 
Alkohol oder Aceton leicht in durchsichi’> vierseitige Tafeln 
und ist die in der Galle der Biren in | berwiegender Menge 
vorhandene Gallensiure. 

Bei vorsichtiger Oxydation der Ursodesoxycholsiiure mit 
Chromsiureanhydrid erhilt man die Urso-dehydro-desoxychol- 
siiure CyH360,, die in prichtigen Blittchen kristallisiert und bei 
161° schmilzt. 

Aethyl- und Methylester der Siure kristallisiert ausgezeichnet. 

Sehr interessant ist die Urso-dehydro-desoxycholsiure hin- 
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sichtlich ihres Drehungsvermégens. Wahrend die Dehydro-hyo- 
desoxycholsiure die spezifische Drehung [o]}°=—65,9° zeigt 
und in Hisessiglésung durch Salzsiiure in 6-Dehydro-hyo-desoxy- 
cholsiure umgewandelt wird, die kein nachweisbares Drehungs- 
vermégen zeigt, bleibt die Urso-dehydro-desoxycholsiure in 
Hisessiglésung beim Kochen mit Salzsiure unverdndert und zeigt 
die spezifische Drehung [«];°=—33,63°. 

Sie verhalt sich also anders als die Dehydro-hyo-desoxy- 
cholsiure. 

Die Reduktion der Dehydro-hyo-desoxycholsiure liefert die 
in feinen Nadeln kristallisierende Cholansiure, die bei 153° 
schmilzt. 

Die Birengallensiure gehért also in die Gruppe der Oxyurso- 
cholansiiuren. 

Bei der Oxydation der Ursodesoxycholsiiure mit Kalium- 
hypobromit erhilt’ man Oxytricarbonsiiure C,H3s0;, die in 
prachtvollen Nadeln kristallisiert und sich bei 239° zersetzt. 
Diese Séure ist nicht identisch mit der 18. Oxylithobiliansiiure 
C2,H3s07 (1926) aus Hyodesoxycholsiure von Windaus. 

Aus den Daten geht hervor, dass die spezifische Gallensiiure 
der Birengalle die Formel CyHyO, hat und ein Isomeres der 
Desoxycholsiiure des Rindes ist. Sie enthalt das Iohlenstoft- 
skelett der Cholansiiure, das bisher in allen Gallensiiuren auf- 
gefunden worden ist. Die neue Siure bindet im Gegensatz zu 
ihr kein Lésungsmittel. 

H. Wieland hat auf Grund scines Experimentes erklirt, 
dass die Hydroxylgruppen in 3 uud 7 im Gallensiiuremolektil 
fir die Bindung von Additionsverbindungen erforderlich sind. 
Daher scheint mir die eine Hydroxylgruppe der Urso-desoxy- 
cholsiiure im Ringe I und die zweite im Ringe III zu stehen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Etwa 80¢ getrocknete Birengalle wurden in 2 Liter Wasser 
gelést und mit 150g Kaliumhydroxyd auf dem Sandbad unter 
Ersetzung des verdampfenden Wassers 36 Stunden gekocht. 
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Das Reaktionsgemisch wurde mit Wasser verdiinnt und 
filtriert. Das Filtrat wurde mit verdtinnter Salzsiure angesiuert. 
Dabei schieden sich gelbbraune flockige Massen ab; nach dem 
Absetzen wurde der Niederschlag abfiltriert und mit kaltem 
Wasser gut gewaschen. Die rohe Ausbeute betrug ca. 40g. 
Von dem Filtrat habe ich das Taurin in Kristallen isoliert. 
Aus den Daten kann man wohl schliesen, dass in der Barengalle 
eine mit Taurin gepaarte Gallensiure vorkommt. 

Der mit Wasser gut gewaschene Niederschlag wurde in 
Ammoniak gelést; um die noch vorhandenen Fettséuren von 
dem Niederschlag zu entfernen, habe ich diesen unter allmah- 
licher Ansiuerung mit Salzsiure mittelst Petrolither in dem 
Scheidetrichter kraftig geschiittelt. 

Der dabei entstandene Niederschlag wurde abgesaugt, wieder 
in verdtinntem Ammoniak gelést und eine 10% ige Barium- 
chloridlisung hinzugefiigt. Dabei schied sich eine braune 
Fallung ab; diese wurde abfiltriert und mit Wasser gut ge- 
waschen. 

Das Filtrat wird als Fraktion A und die Fallung als Fraktion 
B bezeichnet. 


Verarbeitung der Fraktion B. 


Der so gewonnene Bariumniederschlag wurde in Wasser 
aufgeschwemmt und in dem Scheidetrichter mit Petrolither 
unter Ansiuerung durch Salzsiure kraftig geschiittelt. 

Der von Petrolither nicht aufgenommene Niederschlag 
wurde mit Sodalésung auf dem Wasserbade erwiirmt und filtriert. 
Das FViltrat wurde mit Salzsiure angesiiuert und von dem 
Niederschlag abfiltriert. 

Die an der Luft getrocknete Fallung wurde in doppelter 
Menge Alkohol gelést. Es resultierte eine braun gefairbte Lésung, 
aus der tiber Nacht beim Stehen im Eisschrank eine Kristalli- 
sation entstand. 


Am nichsten Tage wurde sie abgeaugt und mit wenig 
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kaltem Alkohol gewaschen. Lufttrocken wog diese’ noch 
gefarbte Kristallisation etwa 80g. 

Die Kristalle wurden in Alkohol gelést und mit Natrium- 
dthylatlésung auf dem Wasserbade gekocht, aber das Natriumsalz 
schied sich weder beim Abktihlen noch heiss in der alkoholischen 
Lésung ab. 

Die Kristallmasse wurde in Aceton heiss gelést, und 
diese Lésung liess man in Zimmertemperatur von selbst ver 
dunsten. Da schied sich eine gute Kristallisation ab und die 
Kristallmasse wurde abgesaugt. Diese Kristalle wurden in 
derselben Weise noch dreimal aus Aceton umkristallisiert. Die 
Ausbeute war ca. 20g. Die dabei erhaltenen Kristalle wurden 
in Alkohol gelést, die alkoholische Liésung wurde unter Zusatz 
von wenig Wasser mit Tierkohle gekocht und heiss filtriert. 
Das warme Filtrat wurde mit so viel heissem Wasser versetzt, 
bis eine bleibende Triibung entstand; nach dem Erkalten wurde 
die Lésung in den Eisschrank gebracht. Hierbei schieden sich 
schéne weisse Kristalle in vierseitigen Tafeln ab. 

Auf diese Weise wurden die Kristalle aus verdtinntem 
Alkohol mehrmals umkristallisiert. Die Ausbeute betrug ca. 
19 g. 

Nach dem Trocknen im Vakuum bei 110° schmilzt der 
Kristall bei 198°-200°. 

Er ergab keine Myliussche Reaktion. 


Verarbeitung der Fraktion A. 


Das von der Bariumchloridfillung abfiltrierte Filtrat wurde 
im Scheidetrichter unter kriiftigem Schiitteln mit Salzsiiure 
angesiuert. Die ausgeschicdene Masse wurde abfiltriert und mit 
Wasser gut gewaschen. 

Nach dem Trocknen wurde der Niederschlag in Alkohol 
gelost und weiter genau in derselben Weise wie bei Fraktion 
B. behandelt. Dadurch erhielt ich cine schine in vierseitigen 
Tafeln kristallisierende Masse. 

Die aus verdtinntem Alkehol mehrmals umkristallisicrte 


510 M. Shoda: 


Substanz schmilzt ebenfalls bei 198°-200°. Sie -hat. keine 
Myliussche Reaktion gezeigt. 


Urso-desoxycholsaure. 


Aus Alkohol erhalt man die Urso-desoxycholsdéure in vier- 
seitigen Tafeln mit dem Schmelzpunkt 198°-200°. 

Sie ist unléslich in Ath r und Petrolather, léslich in 
Hisessig, leicht léslich in Alkohol, Aceton und Essigither. 

Die spezifische Drehung der Urso-desoxycholsiure ist wie 
folgt: 

Lésungsmittel 96% Alkohol, 
_ 9,99 x 100 
2X1 

Urso-desoxycholsiiure ist bitter; ihr Natriumsalz schmeckt 
stark bitter. 

Sie zeigt Pettenkofersche, aber nicht Myliussche Re- 
aktion und auch die Farbenreaktion nach Liebermann- 
Burchard. Der Bruchteil eines Milligramms, in wenig Essig- 
siureanhydrid gelést gibt mit einem Tropfen konzentrierter 
Schwefelsiiure sofort eine, braunrote Farbung, die sich auch 
nach léingerem Stehen nicht verédndert. | 


[a}* D =+44.5° 


Analyse: 
0,1099 g Substanz gaben 0,2961g CU. und 0,0991¢ H,O 
0,10389¢ °* ,, »  0,2794g¢ CO. und 0,0999g H.O 


C2,H,.00, Ber. C 73,41% H 10,27% 
Gef. C 73,48% H 10,08% 
C 73,34% H 10,58% 

Titration: 


0,0999 g Substanz brauchten 2,5ccm N/10 NaOH 
Aequivalent, Ber. 392 
furs CHO: Gef.  399,7 


Urso-dehydro-desoxycholsiure. 


Zu einer Lésung von 1¢g Ursodesoxycholsiiure in 5 cem 
Hisessig wurde unter Kithlung eine Lésung von 1,2¢ Chrom- 
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siureanhydrid in 4 ccm Hisessig und 1 cem Wasser hinzugesetzt. 
Nach 90 Minuten wurden 70cem Wasser zugegeben. Hierbei 
fiel das Oxydationsprodukt fein kristallinisch aus, die Aus- 
fallung wurde nach einigem Stehen abgesaugt und aus Essig- 
siure umkristallisiert. 

Hierbei schied sich die Diketosiure in glinzenden Blittchen 
ab, sie wurde dann aus verdiinntem Alkohol mehrmals um- 
kristallisiert. Die Ausbeute betrug 65%. 

Der Schmelzpunkt liegt bei 161° und steigt auch bei 
wiederholter Reinigung nicht mehr. 

Die Diketosiiure ist spielend in Alkohol und Aceton léslich, 
leicht in Eisessig, Essigiither und Benzol, unléslich in Wasser 
und Ather. 

Beim Erwiirmen mit Kalilauge farbt sich die Lésung nicht. 


Analyse: 
0,095 g Substanz gaben 0,2582 ¢ CO» und 0,0771g¢ H.O 
0,1076 ¢ OF 1»,  0,2926¢ CO, und 0,0892 g H.O 


C.,Hs.0, Ber. C 74,1% H 9,349 
Gef. C 74,12% H 9,002% 
C 74,16% H 9,21% 


Spezifische Drehung. 


0,11 g, 10ccem 96% Alkohol, 13°C =—0,37° 
[a]? D =< 0.37 x 100 ae 83.68° 
bs 


Die spezifische Drehung der o-Hyodesoxycholsiiure betrigt 
—65,9°. 

Die Urso-dehydro-desoxycholsiure hat denselben Schmelz- 
punkt wie die o«-Hyo-dehydro-desoxycholsiure und zwar 161°. 

Um zu entscheiden, ob die Urso-dehydro-desoxycholsiure 
mit der «-Hyodehydro-desoxycholsiiure identisch ist oder nicht, 
habe ich folgenden Versuch gemacht. 

1g Urso-dehydro-desoxycholsiure wurde in 20 ccm Hisessig 
gelést, mit 0,1 ccm konzentrierter Salzsiure versetzt und cine 
Stunde unter Riickflussktihler gekocht. Aus dem Reaktions- 
gemisch wurde durch vorsichtige Zusetzung von Wasser die 
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Siure in Blaittchen ausgefallt, die nach dem Umbkristallisieren 
aus Alkohol wie zuvor bei 160°C schmilzt. 

Dadurch ist bewiesen, dass die Urso-dehydro-desoxycholsdure 
nicht mit der «-Hyo-dehydro-desoxycholsiure identisch ist. 


Urso-dehydro-desoxycholsadureadthylester. 


Es wurde die Urso-dehydro-desoxycholsiure in absolutem 
Athylalkohol gelést und trocknes Salzsiuregas in die Lésung 
bis zur Sattigung eingeleitet. Dabei schied sich eine Kristall- 
masse aus, die mehrfach aus verdttnntem Alkohol umkristallisiert 
wurde. 

Sie kristallisiert in Blittchen und schmilzt bei 130°. 
Beim Verseifen mit alkoholischem Kali liefert sie wieder 
Diketosiure mit dem Schmelzpunkt 161° 
0,0972 g Substanz gaben 0,2666g CO, und 0,0858¢ H,O 
Cog¢H 4.0, Ber. © 74,95% H 9,68% 
Gef. C 74,80% H 9,81% 


Urso-dehydro-desoxycholsiuremethylester. 


Der Methylester der Urso-dehydro-desoxycholsiure wurde 
in der iiblichen Weise mittels Einleitens von trocknem Salz- 
siuregas in eine methylalkoholische Lésung bereitet. Er kri- 
stallisiert aus verdiinntem Methylalkohol in Tafeln und schmilzt 
bei 150°. 

0,0965 g Substanz gaben 0,2635 g CO. und 0,0825¢ H,O 
C25Hs.0, Ber, C 74,58% H 9,52% 
Gef. C 74,46% H 9,49% 


Oxytricarbonsiure. 


Einer Lésung von 2g Urso-desoxycholsiure in 40 ccm 2 
prozentiger Kalilauge wurde eine Hypobromitlésung hinzugefiigt, 
die aus 8g Kaliumhydroxyd, 80cem Wasser und 8 g Brom bei 
Kalte bereitet war; das Ganze wurde auf 350cem mit Wasser 
verdtinnt und tiber Nacht bei 5° stehen gelassen. 

Dann wurde das tiberschtissige Hypobromit mit schwefliger 
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Siure reduziert, die entstandene Oxytricarbonsiure mit’ ver- 
diinnter Salzsiure ausgefallt, abgesaugt und sorgfaltig mit Wasser 
gut gewaschen. 

Sie wurde in verdiinnter Essigsiiure heiss gelést; beim 
Abkihlen schied sich die Oxytricarbonsiure in prachtvollen 
Nadeln aus und die abgeschiedenen Kristalle wurden abgesaugt. 
Die Ausbeute betragt ca. 1g. ; 

Der aus verdiinnter Essigsiure mehmals umkristallisierte 
Kristall zersetzt sich bei 230°C. 


Titration: 
0,1292 g Substanz brauchten 8,99ccm N/10 Na OH 
Aquivalent fiir C.,H,,0, Ber. 146 Gef, 143,7 


Analyse: 
0,0973 g Substanz gaben 0,2329¢ CO, und 0,0762¢ H,O 
0,0785 g “A >,  0,1886 g CO, und 0,0594 g H2O 


C,,H,,0, Ber, C 65,72% H 8,74% 
Gef, C 65,28% H 8,7% 
C 65,52% H 8,4% 


Clemmensen-Reduktion der Urso-dehydro- 
desoxycholsdure zu Urso-cholansiaure. 


Eine Lésung von 1g Urso-dehydro-desoxycholsiure in 
50 ccm Eisessig wurde auf 10g amalgamiertes Zink gegossen, 
bis zum lebhaften Sieden erhitzt und allmihlich mit einem 
Gemisch von 50 ccm konzentrierter Salzséure und 50 ccm Eisessig 
versetzt. Nach 12-sttindigem Erhitzen wurde das Reaktions- 
gemisch vorsichtig bis zur Triibung mit Wasser versetzt und 
tiber Nachi stehen gelassen. Da schied sich die Siure in feinen 
Nadeln al). die nach mehrmaliger Umkristallisation aus Eisessig 
bei 158°C schmilzt. Die Ausbeute betrigt 60%. 


Spezifische Drehung ist wie folgt: 
0,138 g Substanz, 15 cem 96% Alkohol, 15°C, = —0,33° 
[o]5 =—38,1° 
Wihrend die Cholansiure aus Cholsiure optisch rechtsdre- 
hend ist, zeigt die Urso-cholansiiure linksdrehende Eigenschaften. 
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Analyse: 
0,1083 g Substanz gaben 0,3166g CO, und 0,11g H,O 
C.4H,,02 Ber. C 79,93% H 11,19% 
Gef, C 79,72% H 11,36% 


Urso-cholansaéuredthy lester. 


Der Ester wurde in der tiblichen Weise durch Einleiten 
von Salzsiiuregas in die alkoholische Lésung der Cholansdure 
hergestellt. 

Er kristallisiert aus verdtinntem Alkohol in Nadeln und 
schmilzt bei 110°C. 

Analyse: 
0,1181 g Substanz gaben 0,3477 g CO, und 0,1235 g H.O 
C.eH,,02 Ber, C 80,37% H 11,42% 
Get, C 80,29% H 11,61% 


Wirkung auf die Pankreaslipase. 


Es ist allgemein anerkannt, dass die mancherlei Gallensiuren 
die Fettspaltung der Pankreaslipase fordern. 

In den vorigen ‘Mitteilungen habe ich berichtet, dass diese 
fordernde Wirkung je nach der Art der Gallensiure ganz 
verschieden ist, und die siebente OH-Gruppe in dem Gallen- 
siuremolektil fiir die Férderung der lipatischen Fettspaltung 
unbedingt notwendig ist. 

Dabei habe ich gezeigt, dass die Cholsiure und die Desoxy- 
cholsiure, in denen die OH-Gruppe in Stellung 7 des zweiten 
Ringes vorhanden ist, die fettspaltende Wirkung der Pankreas- 
lipase vielfach stirker als die Hyodesoxycholsiure und Gallo- 
desoxycholsiure férdern, bei denen die OH-Gruppe in Stellung 
7 des zweiten Ringes des Gallensiuremolekiils fehlt. 

Aus diesem Grande habe ich den Einfluss der Urso-desoxy- 
cholsiure auf die Pankreaslipase gepriift, damit ich einiges zu 
der Kenntnis tiber die chemische Konstitution der Urso-desoxy- 
cholsdure beitragen kénnte. 

Methodik. Die Urso-desoxycholséure wurde als Natriumsalz 
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in Wasser gelést und in 1 prozentiger Lésung zur Anwendung 
gebracht. Als Pankreaslipase habe ich Glycerinextrakt des 
Rinderpankreas benutzt. Als Substrat habe ich die neutrale 
Olemulsion nach Kanitz gebraucht. Als Puffer wurde das 
Phosphatgemisch von 8.0 PH nach Sérensen verwendet. 

Je 2-5cem Fermentlésung werden in Kélbchen mit je 5 cem 
Olemulsion, 2-8 ccm 1 prozentiger Urso-desoxycholatlésung und 
0,5ccm Toluol versetzt und 20 Stunden im Brutschrank (88°) 
gehalten. 

Zar Kontrolle werden zwei andere Kélbchen mit vorher 
erhitzter und mit nicht erhitzter Fermentlésung und der gleichen 
Menge Olemulsion ohne Zugabe von Ursodesoxycholatlésung 
beschickt und ebenfalls in den Brutschrank (38°) gestellt. 
Nach Ablauf der Zeit habe ich die frei gewordene Fettsiéure 
mit N/10 NaOH nach Kanitzscher Methode titriert. 

Die Resultate sind in folgenden Tabellen zusammengefasst. 


TABELLE I, 


©0 Stunden im Thermostat (38° C.) 


Puffer (PH 8,0) 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0 

Ursodesoxycholatlésung (1%) 0 0 2,0 4,0 8,0 

Wasser 8,0 8,0 6,0 4,0 0 

Lipaselosung 2,0 2,0 2,0 2.0 2,0 
ee ___|(gekocht) is oo 

Olemulsion 5,0 | 5,0 5,0 5,0 5,0 
ea | if . 

Toluol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 


N/10 Na OH in cem 


bo 
& 
oO 
& 
iS) 
fon) 
or 
aoe) 
oO 


bo 
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TABELLE IL 
20 Stunden im Thermostat (38° C.) 


= 


Puffer (PH 8,0) 10,0 10,0 | 10,0 | 10,0 | 10,0 
Ursodesoxycholatlésung (1%) 0 0 2,0 4,0 8,0 
' Wasser 8,0 8,0 6,0 4,0 0 
Lipaselésung 5,0 5,0 5,0 5.0) 5,0 
(gekocht) 
Olemulsion 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
Toluol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 
N/10 Na OH in ccm 3,25 8,8 9,0 9,2 16,3 


Aus den Daten geht hervor, dass die Urso-desoxycholsiiure 
die fettspaltende Wirkung der Pankreaslipase férdert. 

Bei 0,0714-0,1428 %igem Gallensiuregehalt zeigt sich eine 
wenig férdernde Wirkung, aber bei 0,2856 %igem wird die 
férdernde Wirkung ziemlich verstirkt. 


Wirkung auf das rote Blutkérperchen. 


Schon Hermann Wieland hat berichtet, dass die Chol- 
siure in der Konzentration von 1: 220 und die Desoxycholsiure 
in der von 1: 1930 die Blutkérperchen des Rindes zur Himolyse 
bringt. 

Ich habe mit Tominaga die himolytische Wirkung der 
verschiedenen Gallensiiuren verglichen und gozeigt, dass dic 
Desoxycholsiure und Gallodesoxycholsiure (1 : 2560) am stiir'sten 
wirken, dass Hyodesoxycholsiure (1:1280) hinter den beiden 
Siuren folgt und dass die Cholsiiure am schwiichsten wirksam 
ist. Hierbei habe ich auch das Ziegenblut zam Versuch verwandt 
und alle Versuchsprozesse nach Wieland angestellt. 
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Aus meinem Versuch wurde der Wert 1:320. fiir die himoly- 
tische Grenzkonzentration der Ursodesoxycholsiure gefunden. 
Daraus sieht man, dass die Ursodesoxycholsiure dieselbe 
himolytische Wirkung auf das Ziegenblut hat wie die Cholsiure. 


Zum Schluss statte ich dem Herrn Prof. Dr. T. Shimizu 


meinen herzlichen Dank ftir die so freundliche Leitung meiner 
Arbeit ab. 


Ebenso danke ich dem Unterrichtsministerium ergebenst 
fiir das gewahlte Stipendium. 
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